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El	 cáncer	 de	 pulmón	 es	 el	 resultado	 del	 crecimiento	 anormal	 de	 células,	 puesto	 que	 estas	
comienzan	a	multiplicarse	sin	control,	del	tracto	respiratorio	donde	el	tumor	suele	originarse	a	
partir	 de	 células	 epiteliales,	 y	 puede	 derivar	 en	metástasis	 e	 infiltración	 a	 otros	 tejidos	 del	
cuerpo.	 Estas	 células	 pueden	 experimentar	 una	 serie	 de	 cambios	morfológicos	 y	 fenotípicos	




La	 TEM	 es	 un	 conjunto	 de	 procesos	 de	 elevada	 complejidad	 donde	 intervienen	 células	




aspectos	 tan	 complejos	 como	 la	 diseminación	 tumoral	 o	 la	 resistencia	 a	 fármacos.	 Existe	un	
interés	 claro	 en	 la	 búsqueda	 de	 nuevos	 fármacos	 antitumorales	 que	 completen	 las	 terapias	
actuales.	 Entre	 ellos	 se	 han	 propuesto	 recientemente	 los	 agonistas	 cannabinoides.	 Estos	
compuestos	interactúan	con	los	receptores	de	membrana	CB1	y	CB2.	Aunque	estos	fármacos	
se	 han	 utilizado	 en	 el	 tratamiento	 paliativo	 en	 fases	 terminales	 de	 diversos	 cánceres,	 han	
demostrado	su	eficacia	en	modelos	celulares	in	vitro	como	inhibidores	del	proceso	de	TEM	en	
líneas	celulares	cancerígenas.	
En	este	 trabajo	 se	evaluó	el	 efecto	modulador	 in	 vitro	 del	 THC,	 el	 CBD	y	 su	 combinación	en	
ausencia	o	presencia	del	TGF-β1	sobre	los	CAFs.	También,	se	estudió	el	efecto	que	tienen	los	
CAFs	 tratados	 con	 los	 anteriores	 cannabinoides	 sobre	 diferentes	 líneas	 celulares	 tumorales	
epiteliales	(A549,	H1792	y	H460).	Para	ello	se	llevaron	a	cabo	una	serie	de	ensayos	donde	se	
evaluó	este	efecto	 sobre	 la	proliferación	celular	 y	 la	expresión	de	marcadores	moleculares	y	
fenotípicos	 de	 TEM	mediante	 real	 time	 RT-PCR	 y	 tinción	 fluorescente	 de	 faloidina,	 ASMA	 y	








Lung	 cancer	 results	 from	 the	 abnormal	 growth	 of	 cells,	 as	 they	 begin	 to	 multiply	









immune	 system	 and	 form	 what	 is	 called	 the	 tumor	 microenvironment.	 The	 interactions	
between	all	these	elements	determine	aspects	as	complex	as	tumor	spread	or	drug	resistance.	
There	 is	 a	 clear	 interest	 in	 the	 search	 for	 new	 anti-tumor	 drugs	 to	 complement	 current	
therapies.	Among	these	have	been	proposed	recently	cannabinoid	agonists.	These	compounds	
interact	with	the	membrane	receptors	CB1	and	CB2.	Although	these	drugs	have	been	used	in	





with	the	previous	cannabinoids	have	on	different	epithelial	 tumor	cell	 lines	 (A549,	H460	and	
H1792).	 For	 this	 purpose,	 a	 series	of	 experiments	were	 carried	out	where	 this	 effect	on	 cell	
proliferation	 and	 the	 expression	 of	 molecular	 and	 phenotypical	 markers	 of	 TEM	 were	
evaluated	 by	 means	 of	 real	 time	 RT-PCR	 and	 fluorescent	 staining	 of	 phalloidin,	 ASMA	 and	
FSP1.	 The	 results	 obtained	 support	 the	 possible	modulating	 role	 of	 cannabinoid	 agonists	 on	
the	interactions	of	elements	of	the	tumor	microenvironment.	







El	 càncer	 de	 pulmó	 és	 el	 resultat	 del	 creixement	 anormal	 de	 cèl·lules,	 donat	 que	 aquestes	
comencen	 a	multiplicar-se	 sense	 control,	 del	 tracte	 respiratori	 on	 el	 tumor	 sol	 originar-se	 a	
partir	 de	 cèl·lules	 epitelials,	 i	 pot	 derivar	 en	 metàstasi	 i	 infiltració	 a	 altres	 teixits	 del	
cos.	Aquestes	cèl·lules	poden	experimentar	una	sèrie	de	canvis	morfològics	i	fenotípics	propis	
dels	fibroblasts	i	cèl·lules	mesenquimals	que	els	permeten	abandonar	el	llit	tumoral	en	el	teixit	
epitelial	 i	 migrar	 a	 altres	 parts	 de	 l'organisme	 on	 produeixen	 nous	 focus	 tumorals.	 Aquest	
conjunt	de	canvis	es	denomina	transició	epiteli-mesènquima	(TEM).	
La	 TEM	 és	 un	 conjunt	 de	 processos	 d'elevada	 complexitat	 on	 intervenen	 cèl·lules	 estromals	
(com	els	fibroblasts	associats	al	càncer	o	CAFs,	entre	d'altres),	macromolècules	(diferents	tipus	
de	col·lagen)	i	mediadors	químics	com	el	transforming	growth	factor	beta	(TGFb).	Tots	aquests	
elements	 interaccionen	 amb	 el	 sistema	 immunitari	 i	 conformen	 allò	 que	 es	 denomina	
microambient	 tumoral.	 Les	 interaccions	 entre	 aquests	 elements	 determinen	 aspectes	 tan	
complexos	com	la	disseminació	tumoral	o	la	resistència	a	fàrmacs.	Existeix	un	interés	clar	en	la	
recerca	 de	 nous	 fàrmacs	 antitumorals	 que	 completen	 les	 teràpies	 actuals.	 Entre	 ells	 s'han	
proposat	 recentment	 els	 agonistes	 cannabinoides.	 Aquests	 compostos	 interactuen	 amb	 els	
receptors	de	membrana	CB1	i	CB2.	Encara	que	aquests	fàrmacs	s'han	utilitzat	en	el	tractament	




CAFs	 tractats	 amb	 els	 anteriors	 cannabinoides	 sobre	 diferents	 línies	 cel·lulars	 tumorals	
epitelials	(A549,	H1792	i	H460).	Per	a	això	s'han	portat	a	terme	una	sèrie	d’assajos	on	s'avalua	




































































































































































































































































































































































El	 cáncer	 de	 pulmón	 continúa	 siendo	 la	 principal	 causa	 neoplásica	 de	muerte	 en	 el	
mundo	 y	 una	 de	 las	 enfermedades	 de	 origen	 respiratorio	 que	 ocasionan	mayor	mortalidad	
(Figura	1),	especialmente	en	los	países	desarrollados	(National	Cancer	Institute,	2019).	Buena	
parte	 de	 ello	 se	 debe	 a	 la	 falta	 de	 síntomas	 observables	 en	 estadios	 tempranos	 de	 la	
enfermedad,	lo	que	conduce	a	un	diagnóstico	tardío	y	un	cáncer	en	estado	ya	avanzado.		
En	 la	Figura	1	 se	puede	observar	 la	 incidencia	y	mortalidad	de	 los	principales	cánceres	en	el	
mundo	en	2018.	Es	importante	destacar	que	a	pesar	de	que	el	cáncer	de	mama	o	de	próstata	























Por	 lo	general,	 los	 cánceres	de	pulmón	se	agrupan	en	dos	 tipos	principales	 según	su	
histopatología:	 de	 células	 pequeñas	 y	 de	 células	 no	 pequeñas,	 que	 principalmente	 hace	
referencia	 al	 tamaño	 de	 las	 células	 tumorales	 que	 los	 componen	 (Figura	 2).	 Estos	 tipos	 de	
cáncer	crecen	de	manera	distinta	y	requieren	distintos	tratamientos.	El	cáncer	de	pulmón	de	
células	no	pequeñas	es	más	frecuente	que	el	cáncer	de	células	pequeñas.		
Los	 casos	de	cáncer	de	pulmón	de	células	no	pequeñas	 (CPCNP)	o	no	microcítico	 se	pueden	






a	 otros	 lóbulos	 pulmonares	 u	 otras	 partes	 del	 cuerpo.	 En	 los	 estadios	 a	 su	 vez	 existen	
diferentes	clases	que	dependen	del	tamaño	del	tumor,	la	afectación	de	los	ganglios	linfáticos	y	
la	metástasis	 en	 otros	 órganos.	 También	 existen	 otros	 subtipos	 de	 tumores	 que	 son	mucho	
menos	 frecuentes	 como	 los	 carcinomas	 adenoescamosos	 y	 los	 carcinomas	 sarcomatoides.	
(AECC,	2020)	





Además	 de	 los	 dos	 tipos	 mencionados	 anteriormente,	 existen	 otros	 tipos	 de	 cánceres	 de	










ser	 diferentes	 e	 incluyen	 tos,	 disnea,	 dolor	 en	 el	 pecho,	 cansancio	 o	 pérdida	 de	 peso	 entre	
otros.	 Es	 importante	 recalcar	 que	 estos	 síntomas	 no	 se	 suelen	 producir	 hasta	 que	 el	 cáncer	
está	en	un	estado	avanzado,	ya	que	 la	mayoría	de	ellos	crecen	de	manera	 lenta	y	 tardan	en	
provocar	 síntomas.	 Esto	 explica	 que	 dos	 de	 cada	 tres	 personas	 sean	 diagnosticas	 cuando	 el	
cáncer	está	avanzado	y	se	ha	diseminado	a	otras	partes	del	cuerpo.	
Se	debe	tener	en	cuenta	los	casos	en	los	que	el	cáncer	ha	producido	metástasis	en	otras	partes	
del	 cuerpo,	puesto	que	 los	 síntomas	podrían	 ser	otros	 según	en	donde	 se	haya	diseminado.	
Algunos	de	estos	síntomas	pueden	ser:	pérdida	de	apetito	 injustificado,	 fatiga,	hinchamiento	
de	 cuello	 o	 cara,	 dolor	 en	 huesos	 o	 articulaciones,	 dolor	 de	 cabeza,	 pérdida	 de	 equilibrio	 o	
mareos,	 ictericia,	coágulos	sanguíneos	y	un	 largo	etc.	 (Blandin	Knight	et	al.,	2017;	Remon,	 J.,	
2019)	
1.1.3. Tratamientos	actuales. 
Los	 tratamientos	 empleados	 para	 tratar	 el	 cáncer	 de	 pulmón	 dependen	 de	 cada	
paciente	y	del	estadio	del	 tumor	en	concreto.	Los	más	utilizados	son	 la	cirugía,	 radioterapia,	




-	Células	no	pequeñas	 (CPCNP):	Para	estos	 tipos	de	 tumores	 las	estrategias	seguidas	
son	 todas	 las	 comentadas	 anteriormente	 y	 su	 posible	 combinación.	 Normalmente,	 la	
quimioterapia	 empleada	 en	 este	 tipo	 de	 cáncer	 incluye	 aquella	 que	 contiene:	 cisplatino	 o	
carboplatino	combinados	con	etopósido,	 temozolomide	y	oxaliplatino.	Según	el	estadio	y	 los	
posibles	 lugares	donde	se	haya	diseminado	la	estrategia	seguida	es	diferente.	Con	todo	esto,	
los	 tumores	 se	 pueden	 clasificar	 como	 operables	 o	 no	 operables.	 En	 los	 operables	 se	
encuentran	 los	 tumores	 en	 estadios	 I,	 II	 y	 IIIa,	 en	 estos	 dos	 últimos	 se	 suele	 combinar	 con	
quimioterapia	postoperatoria	a	base	de	cisplatino.		







Según	 la	 fase	en	 la	que	 se	encuentre	el	 tumor,	 el	 tratamiento	es	distinto.	 Por	un	 lado,	para	
aquellos	tumores	en	fase	limitada	se	opta	por	usar	quimioterapia	combinada	con	radioterapia,	
aunque	 si	 la	 detección	 es	 precoz	 la	 cirugía	 podría	 ser	 una	 opción.	 Por	 otro	 lado,	 en	 la	 fase	
expandida	únicamente	se	trata	con	quimioterapia.	En	este	caso,	la	quimioterapia	se	compone	













premetastásico. Estos	 nichos	 son	 inducidos	 por	 factores	 producidos	 por	 el	 tumor	 primario.	
Dada	la	importancia	de	estos	mecanismos	se	revisan	las	estrategias	que	desarrollan	las	células	
tumorales	durante	la	progresión	tumoral	y	la	forma	en	que	el	microambiente	tumoral	influye	




etapas	 como:	 la	 activación	 de	 la	 transición	 epitelio-mesénquima	 (TEM),	 la	 invasión	 local,	 la	
intravasación	(las	células	tumorales	atraviesan	la	pared	de	los	vasos	sanguíneos	y	entran	en	la	






cuales	 los	 tumores	 consiguen	 que	 los	 diferentes	 fármacos	 y	 tratamientos	 pierdan	 su	
efectividad.	 Aunque	 aún	 se	 desconocen	 los	 mecanismos	 exactos	 mediante	 los	 cuales	 las	
células	tumorales	desarrollan	dicha	resistencia	permitiendo	su	supervivencia.	Estas	vías	tienen	
en	 común	 la	 presencia	 de	 diversas	 mutaciones	 en	 los	 genes	 que	 se	 ha	 demostrado	 tener	
importancia	en	el	desarrollo	del	cáncer.	La	quimioterapia	es	el	tratamiento	que	más	se	utiliza	






estabilidad	 genómica.	 Se	 encuentra	 altamente	 expresado	 en	 células	 con	 un	 nivel	 de	
proliferación	 elevado,	 así	 como	 en	 ciertos	 cánceres,	 como	 el	 de	 pulmón.	 En	 las	 células	






y	 la	 diferenciación	 de	 las	 células	 tumorales.	 También	 controla	 su	 capacidad	migratoria	 y	 de	
formación	 de	 metástasis	 y,	 por	 tanto,	 la	 agresividad	 que	 las	 caracteriza.	 En	 la	 vía	 de	
señalización	 Hedgehog	 intervienen	 cuatro	 proteínas	 importantes:	 Patched,	 Smoothened	
(Smo),	Hedgehog	(Hh)	y	Gli.	La	sobreactivación	de	la	vía	de	señalización	Hedgehog	condiciona	
un	 aumento	 de	 proliferación	 y	 resistencia	 al	 tratamiento	 con	 quimioterapia,	 radioterapia	 e	
inhibidores	de	EGFR.		
	









cambios	 profundos	 en	 la	 adhesión	 y	 en	 las	 propiedades	 proteolíticas	 y	 migratorias	 de	 las	




Durante	 la	 progresión	 de	 un	 carcinoma,	 las	 células	 tumorales	 aún	 diferenciadas	 alteran	 su	
genoma,	lo	que	le	confiere	a	la	célula	una	ventaja	en	el	crecimiento.	En	etapas	posteriores,	las	
células	continúan	cambiando	su	genoma	y	exhiben	un	fenotipo	no	diferenciado	acompañado	
frecuentemente	 de	 una	 baja	 expresión	 de	 marcadores	 epiteliales,	 lo	 que	 conlleva	 a	 una	
pérdida	 de	 uniones	 intercelulares	 y	 de	 polaridad	 epitelial.	 A	 menudo	 estos	 cambios	 van	
acompañados	de	un	incremento	de	la	expresión	de	marcadores	mesenquimales,	así	como	de	








El	 proceso	 mediante	 el	 cual	 las	 células	 cambian	 de	 un	 fenotipo	 epitelial	 a	 un	 fenotipo	
mesenquimal	es	conocido	como	transición	epitelio-mesénquima	(TEM).	Este	proceso	se	puede	








TEM,	 destacando	 la	 activación	 de	 factores	 de	 transcripción,	 la	 expresión	 de	 proteínas	
específicas	 de	 superficie,	 la	 reorganización	 y	 expresión	 de	 proteínas	 del	 citoesqueleto,	 la	
producción	de	enzimas	que	degradan	 la	matriz	extracelular	y	 los	cambios	en	 la	expresión	de	
microRNAs.	 Los	 small	 non-coding	 RNA	 o	 microRNAs	 actúan	 como	 reguladores	 de	 la	 TEM,	










Los	primeros	 represores	 identificados	 fueron	 los	 factores	de	 transcripción	 con	dominios	 zinc	
fingers,	Snail	1	y	Snail	2,	y	los	factores	de	transcripción	Zeb1	y	Zeb2.	Otros	represores	incluyen	
los	 factores	 de	 transcripción	 hélice-bucle-hélice	 básica	E12/E47	 (TCF3)	 y	 Twist.	 Estos	
represores	 inhiben	 la	E-cadherina	mediante	el	 reclutamiento	de	algunos	corepresores	como,	
por	ejemplo,	en	el	caso	de	Twist,	activando	la	expresión	de	otros	represores	de	la	E-cadherina.	
Por	otra	parte,	la	sobreexpresión	de	estos	factores	en	las	células	epiteliales	no	solo	produce	la	
represión	 de	 la	 E-cadherina,	 sino	 también	 la	 reprogramación	 de	 la	 célula	 a	 un	 estado	
mesenquimal.	La	expresión	de	Snail	1	induce	la	expresión	de	fibronectina	o	de	vitronectina.	En	





La	 expresión	 de	 los	 filamentos	 intermedios	 cambia	 durante	 la	 TEM	 con	 la	 sustitución	 de	 la	
queratina	 por	 moléculas	 responsables	 de	 la	 remodelación	 del	 citoesqueleto	 propias	 del	
fenotipo	 mesenquimal:	 fibras	 de	 estrés	 de	 actina,	 vimentina,	 fibronectina,	 colágeno	 tipo	 1,	
proteína	específica	de	fibroblastos	1	(FSP-1)	y	alfa	actina	de	músculo	 liso	(ASMA).	Las	células	
experimentan	 cambios	 morfológicos	 por	 la	 síntesis	 de	 estas	 fibras	 que	 se	 organizan	 de	
diferentes	modos	 para	 formar	 diferentes	 estructuras	 funcionales:	 filopodios,	 lamelipodios	 e	
invadopodios.	 
Los	invadopodios	son	una	red	de	actina	con	capacidad	de	síntesis	de	metaloproteinasas,	estas	
aumentan	 durante	 la	 TEM	 participando	 en	 la	 pérdida	 de	 las	 uniones	 célula-célula	 y	 en	 la	
degradación	 de	 la	 membrana	 basal.	 En	 la	 red	 vascular	 influencian	 la	 migración	 de	 células	




los	 componentes	 de	 la	 membrana	 basal	 mediante	 la	 formación	 de	 especies	 reactivas	 de	
oxígeno.	La	degradación	de	 la	membrana	basal	activa	el	TGF-β	almacenado	de	forma	 latente	
en	 la	 matriz	 extracelular.	 El	 TGF-β	 intensifica	 la	 TEM	 y	 estimula	 la	 expresión	 de	 nuevos	










la	función	de	 la	TGF-β	es	mantener	 la	homeostasis	y	 la	supresión	de	 la	actividad	cancerígena	
modulando	la	invasión	y	crecimiento	celular,	las	células	cancerígenas	poseen	mutaciones	que	
provocan	 alteraciones	 en	 su	 producción.	 La	 presencia	 de	 mutaciones	 o	 el	 cambio	 de	 las	
características	de	las	células	como	consecuencia	de	la	progresión	del	tumor,	puede	hacer	que	
el	TGF-β	pierda	su	efecto	y	pase	a	actuar	como	un	factor	prooncogénico	(Massagué,	2008).	
Las	 proteínas	 Smad	 forman	 parte	 de	 la	 vía	 de	 señalización	 llevada	 a	 cabo	 por	 la	 familia	 de	
factores	de	crecimiento	TGF-β.	Los	Smads	forman	una	familia	de	factores	de	transcripción	que	
activan	 e	 inhiben	 la	 transcripción	 de	 genes	 influyendo	 en	 aspectos	 clave	 como	 el	 desarrollo	
embrionario,	 crecimiento	 y	 división	 celular,	 la	 regeneración	 de	 tejidos	 y	 la	 respuesta	
inmunitaria.	La	proteína	homeótica	TGIF1	(TGIF1)	es	uno	de	los	principales	factores	conocidos	







TEM	 de	 diversas	 maneras.	 Las	 MMPs	 pertenecen	 a	 una	 familia	 de	 endopeptidasas	 zinc-	
dependientes	 que	 intervienen	 tanto	 en	 los	 procesos	 fisiológicos	 normales	 como	 en	
condiciones	 patológicas	 diversas,	 destacando	 el	 cáncer.	 Aunque	 la	 primera	 función	 bien	
estudiada	 de	 las	 metaloproteinasas	 es	 la	 degradación	 de	 la	 matriz	 extracelular	 (MEC),	
actualmente	se	considera	que	cumplen	un	papel	importante	en	el	procesamiento	de	moléculas	
bioactivas	 tales	 como	 factores	 de	 crecimiento,	 citosinas	 y	 quimosinas,	 así	 como	 en	 sus	
respectivos	receptores.	Las	MMPs	también	actúan	como	moléculas	de	señalización	y	pueden	
modular	a	su	vez	otras	moléculas	de	señalización	celular.		
El	 factor	de	 crecimiento	derivado	de	plaquetas	 (PDGF)	produce	aumento	de	 la	 expresión	de	
MMP-1,	que	actúa	conjuntamente	con	TGF-β,	produciendo	sobreexpresión	de	MMP-3	y	TIMP-
1.	El	EGF	induce	la	expresión	de	MMP-1	y	el	factor	de	crecimiento	de	endotelio	vascular	(VEGF)	












citoplasma	que	 favorecen	 la	progresión	 tumoral,	a	 las	que	se	unen	o	bloquean	sin	afectar	al	
DNA	nuclear.	 Estas	moléculas	 han	 sido	 descritas	 en	 apartados	 anteriores	 junto	 a	 las	 vías	 de	
señalización	 implicadas	en	el	 TEM	y	el	 proceso	de	metástasis	de	 las	 células	 tumorales.	 Sería	
interesante	 que	 estos	 fármacos	 específicos	 actuaran	 sobre	 ellos	 y	 así	 controlar	 tanto	 los	
compuestos	como	las	vías	que	favorecen	a	la	potenciación	del	poder	cancerígeno.		
La	búsqueda	de	nuevas	 terapias	 se	basa	en	que	muchas	células	 tumorales,	 cuando	ocurre	 la	
TEM,	muestran	resistencia	a	tratamientos	como	la	quimioterapia,	el	más	utilizado	para	tratar	




organismo.	 Está	 compuesto	 por	 vasos	 sanguíneos,	 fibroblastos,	 células	 que	 contribuyen	 a	 la	










La	 matriz	 extracelular	 (MEC)	 es	 un	 conjunto	 de	 diferentes	 macromoléculas	 y	




transmisión	 mecánica	 o	 mecanotransducción.	 También	 la	 pérdida	 del	 sustrato	 para	 una	
correcta	respuesta	inmune	ante	agentes	infecciosos,	tumorales	y	tóxicos.		
Los	 tumores	 son	 tejidos	 funcionales	 conectados	 y	 dependientes	 del	 microambiente.	 El	
microambiente	 tumoral,	 constituido	 por	 la	 MEC,	 células	 del	 estroma	 y	 la	 propia	 respuesta	
inmune,	 son	 determinantes	 de	 la	 morfología	 y	 clasificación	 tumoral,	 agresividad	 clínica,	
pronóstico	 y	 respuesta	 al	 tratamiento	 del	 tumor.	 La	 capacidad	 oncogénica	 del	 estroma	
procede	 tanto	 de	 los	 fibroblastos	 asociados	 al	 tumor	 como	 de	 la	 respuesta	 inmune	 y	 la	
alteración	de	la	tensegridad	de	la	MEC	(Bremnes	et	al.,	2011).	
El	 tumor	 existente	 interactúa	 con	 el	 entorno,	 lo	 que	 conduce	 a	 diferentes	 efectos.	 El	 tumor	
puede	 interactuar	con	el	microambiente	al	 liberar	señales	extracelulares,	puede	promover	 la	
angiogénesis	tumoral	e	inducir	tolerancia	a	la	inmunidad	periférica.	Las	células	inmunes	en	el	





morfológicamente	 como	 células	 en	 forma	 de	 huso	 y	 con	 citoplasma	 elongado	 que	 se	
encuentran	 en	 el	 estroma	 del	 cáncer	 (Strutz,	 1995)	 y	 hacen	 de	 soporte	 a	 las	 células	
cancerígenas. Estos	 fibroblastos	 son	 altamente	 numerosos	 en	 el	 microambiente	 tumoral,	
siendo	muy	distintos	de	los	fibroblastos	normales.  
El	origen	de	ambos	tipos	de	fibroblastos	es	diferente.	Los	fibroblastos	normales	provienen	del	
mesénquima	 primitivo,	mientras	 que	 los	 CAFs	 se	 derivan	 de	 fibroblastos	 residentes,	 células	
precursoras	 mesenquimales	 derivadas	 de	 la	 médula	 ósea	 (Karnoub	 et	 al.,	 2007),	 células	
endoteliales	y	epiteliales	 (Cirri	&	Chiarugi,	2011)	y	de	células	del	músculo	 liso,	algunas	de	 las	
cuales	son	estimuladas	por	citoquinas,	como	el	factor	de	crecimiento	transformante-β	(TGFβ).			
Estos	 dos	 tipos	 de	 fibroblastos	 (Figura	 5)	 además	 de	 diferenciarse	 por	 su	 forma	 o	 su	
procedencia	 también	 se	 diferencian	 por	 sus	 marcadores.	 En	 el	 caso	 de	 los	 fibroblastos	
normales,	 algunos	 de	 los	 marcadores	 descritos	 hasta	 el	 momento	 son:	 ASMA	 o	 α-SMA,	
isoforma	de	la	actina	que	predomina	en	las	células	del	músculo	liso	vascular	y	desempeña	un	
papel	importante	en	la	fibrogénesis,	la	proteína	de	activación	de	los	fibroblastos	(FAP),	que	se	




considera	 una	 proteína	 asociada	 a	 los	 filamentos	 intermedios	 y	 la	 vimentina,	 una	 proteína	
asociada	 a	 filamentos	 intermedios,	 que	 es	 sintetizada	 por	 los	 fibroblastos	 y	 participa	 en	
numerosos	procesos	celulares	con	funciones	relacionadas	con	la	señalización,	la	migración	y	la	
invasión	(Cheng	et	al.,	2016).	En	el	caso	de	los	CAFs	 los	marcadores	son	el	α-SMA,	FSP-1	o	 la	





Los	 CAFs	 tienen	 un	 papel	 importante	 en	 la	 TEM	 como	 se	 ha	 descrito.	 Debido	 a	 esto	 en	 el	
microambiente	 tumoral	 existe	 una	 gran	 abundancia	 de	 marcadores	 mesenquimales,	 como	
FSP-1	y	α-SMA	(Zeisberg	et	al.,	2007).		
Además,	 se	 ha	 demostrado	 que	 este	 tipo	 de	 células	 ayudan	 al	 crecimiento	 de	 las	 células	
tumorales,	ya	que	secretan	diversos	factores	y	desarrollan	diferentes	funciones	que	apoyan	al	
crecimiento	de	la	estas.	Entre	los	factores	conocidos	secretados	por	los	CAFs	se	encuentran:	el	
VEGF,	 el	 FGF,	 factor	 de	 crecimiento	derivado	de	plaquetas	 (PGGF)	 y	 junto	 a	 un	 conjunto	de	
señales	 proangiogénicas	 inducen	 a	 que	 los	 CAFs	 secreten	 un	 factor	 de	 crecimiento	
transformante	beta	(TGF-β)	asociado	con	la	TEM.	Es	por	ello,	que	la	interacción	entre	los	CAFs	
y	 las	 células	 tumorales	 se	 han	 convertido	 en	 un	 objetivo	 de	 los	 estudios	 de	 nuevos	
tratamientos	 terapéuticos.	 Aunque	 aún	 queda	 conocer	 con	más	 claridad	 cómo	 se	 dan	 estas	
interacciones	(Liu	et	al.,	2019).	
1.3.3. Estrategias	para	reproducir	el	microambiente	tumoral.	
Como	 se	 ha	 comentado	 anteriormente	 es	 de	 gran	 interés	 poder	 reproducir	 este	
microambiente	para	así	ser	capaces	de	estudiar	los	procesos	involucrados	en	el	cáncer.	Existen	
diferentes	estrategias	con	las	que	poder	reproducirlo	y	que	estas	se	adapten	lo	mejor	posible	a	




destacar	 las	 siguientes:	 cocultivos,	 scaffolds	 (andamiajes),	 hidrogeles	 y	 biorreactores.	 A	
continuación,	se	va	a	describir	brevemente	en	que	consiste	cada	uno	de	ellos.	
-	Cocultivos: mezcla	 de	 dos	 o	más	 clases	 diferentes	 de	 células	 que	 se	 hacen	 crecer	






-	 Hidrogeles:	 son	 compuestos	 a	 base	 de	polímeros	que	 poseen	 unas	 características	
particulares.	 Son	hidrófilos,	 es	 decir	 afines	 al	 agua,	 así	 como	 blandos,	 elásticos	 y	 en	
presencia	 de	 agua	 se	 hinchan,	 aumentando	 considerablemente	 su	volumen,	 pero	
manteniendo	 su	 forma	 hasta	 alcanzar	 un	 equilibrio	 fisicoquímico,	 mientras	 que	 en	
estado	deshidratado	(xerogel)	son	cristalinos	(Medina,	2019).	
-	 Biorreactores:	 son	 equipos	 formados	 por	 recipientes	 donde	 se	 mantiene	 un	
ambiente	biológicamente	activo.	 El	 biorreactor	 es	 un	 sistema	 empleado	 para	 hacer	
crecer	células	o	tejidos	en	 cultivos	 celulares,	 puesto	 que	 permiten	 su	 cultivo	 durante	
períodos	de	tiempo	prolongados.	Estos	dispositivos	se	encuentran	en	desarrollo	para	
su	uso	en	ingeniería	de	tejidos.	El	uso	de	este	tipo	de	equipos	permitiría	el	estudio	de	




El	 sistema	 endocannabinoide	 lo	 forman	 los	 receptores	 CB	 y	 sus	 ligandos	 endógenos	
cannabinoides	 (endocannabinoides)	 derivados	 de	 los	 ácidos	 grasos,	 los	 principales	 son	 la	










Los	 receptores	 CB1,	 se	 encuentran	 principalmente	 en	 las	 neuronas	 del	 cerebro,	 la	 médula	
espinal	y	el	sistema	nervioso	periférico,	aunque	también	están	presentes	en	ciertos	órganos	y	
tejidos	periféricos,	como	glándulas	endocrinas,	glándulas	salivales,	leucocitos,	bazo,	corazón	y	





la	 liberación	de	otros	neurotransmisores.	 Los	 receptores	CB1	 se	hallan	en	abundancia	en	 las	
regiones	 del	 cerebro	 responsables	 del	 movimiento	 (ganglios	 basales	 y	 cerebelo),	 del	
procesamiento	de	la	memoria	(hipocampo	y	corteza	cerebral),	del	apetito	y	de	la	modulación	
del	dolor	(ciertas	partes	de	la	médula	espinal).	
Los	 receptores	CB2	 se	 encuentran	principalmente	 en	 las	 células	 inmunitarias,	 entre	 ellas	 los	
leucocitos,	 el	 bazo	 y	 las	 amígdalas.	Una	de	 las	 funciones	de	 los	 receptores	CB	en	el	 sistema	
inmunitario	es	la	modulación	de	la	liberación	de	las	citoquinas,	responsables	de	la	inflamación	
y	 la	 regulación	 del	 sistema	 inmunológico.	 También	 se	 encuentran	 en	 células	 hepáticas,	
endoteliales	 y	 en	 las	 fibras	 musculares	 lisas	 de	 los	 vasos	 sanguíneos.	 Puesto	 que	 los	
compuestos	 que	 activan	 selectivamente	 los	 receptores	 CB2	 (los	 agonistas	 de	 los	 receptores	
CB2)	 no	 causan	 efectos	 psicológicos,	 se	 está	 convertido	 cada	 vez	 más	 en	 blanco	 de	 la	








Los	 cannabinoides	 que	 se	 pueden	 acoplar	 a	 los	 receptores	 CB	 son	 de	 varios	 tipos	 según	 su	
naturaleza,	pueden	ser:	endocannabinoides	si	son	producidos	por	el	cuerpo,	fitocannabinoides	
si	provienen	de	la	planta	de	cannabis	y	cannabinoides	sintéticos:	
-Endocannabinoides:	 Como	 se	 ha	 dicho	 anteriormente,	 los	 endocannabinoides	 son	
unos	compuestos	endógenos,	es	decir,	son	producidos	por	el	propio	organismo	que	junto	con	







De	 naturaleza	 lipídica,	 son	 derivados	 del	 ácido	 araquidónico.	 Se	 sintetizan	 bajo	 demanda	 a	
partir	 de	 precursores	 fosfolipídicos	 cuya	 actividad	 depende	 de	 la	 activación	 de	 fosfolipasas	





la	 fostatidiletanolamina	(PEA),	 fosfolípido	residente	en	 la	membrana,	que	mediante	 la	acción	
de	la	N-acetiltransferasa	(NAT)	da	lugar	a	la	N-acil-fosfatidiletanolamina	(NAPE).	Finalmente,	la	
fosfolipasa	D	hidroliza	la	NAPE	dando	lugar	a	la	AEA.	En	el	caso	de	la	2-AG,	se	sintetiza	a	partir	







(cannabis	 sativa)	 que	 al	 igual	 que	 los	 endocannabinoides	 actúan	 sobre	 los	 receptores	
























El	 grado	 de	 afinidad	 por	 los	 receptores	 CB1	 y	 CB2	 es	 distinto	 en	 función	 del	 tipo	 del	
cannabinoide.	El	THC	tiene	aproximadamente	igual	afinidad	tanto	para	el	receptor	CB1	como	
para	 el	 CB2,	 mientras	 que	 la	 anandamida	 tiene	 muy	 poca	 selectividad	 para	 los	 CB1.	 Sin	
embargo,	 la	eficacia	del	THC	y	de	 la	anandamida	es	menor	en	 los	receptores	CB2	que	en	 los	
CB1.		
Además	de	 la	activación	de	 los	 receptores	CB,	se	 investiga	otras	 formas	de	manipulación	del	
sistema	 cannabinoide	 con	 fines	 terapéuticos,	 como	 es	 el	 bloqueo	 de	 los	 receptores	 CB	 (o	










produciendo	 un	 aumento	 en	 la	 concentración	 de	 calcio	 en	 su	 citoplasma.	 Este	 aumento	 de	
concentración	 activa	 el	 sistema	 enzimático	 endocannabinoide,	 que	 a	 partir	 del	 ácido	
araquidónico	de	la	membrana	celular	sintetizará	los	endocannabinoides.	Éstos	serán	liberados	
al	 espacio	 donde	 actuarán	 sobre	 sus	 receptores	 específicos,	 CB1	 y	 CB2,	 en	 la	 neurona	
presináptica.	Su	activación	produce	el	bloqueo	de	los	canales	de	calcio	y	la	estimulación	de	los	
canales	 de	 potasio,	 causando	 la	 repolarización	 de	 la	membrana	 presináptica	 y	 el	 cese	 de	 la	
liberación	de	neurotransmisores	(Figura	10).		
Los	 fitocannabinoides	 y	 otros	 cannabinoides	 exógenos	 tienen	 la	 capacidad	 de	 activar	 estos	
receptores	 en	 un	 rango	 de	 condiciones	 de	 estrés,	 produciendo	 un	 efecto	 mayor,	 que	
trasciende	 la	 neuromodulación.	 Los	 efectos	 del	 sistema	 endocannabinoide	 dependen	 del	
receptor	 activado.	 Como	 se	 ha	 explicado	 en	 el	 apartado	 1.4.1Componentes	 del	 sistema	
endocannabinoide,	 el	 THC	 es	 un	 agonista	 de	 ambos	 receptores	 y	 tiene	 efectos	 analgésicos,	
relajantes	 musculares,	 antieméticos	 y	 orexinérgicos.	 Sin	 embargo,	 sus	 efectos	 psicotrópicos	











Así,	 el	 sistema	 endocannabinoide	 se	 encuentra	 alterado	 en	 desórdenes	 o	 condiciones	
fisiopatológicas	 como	 la	 esclerosis	 múltiple	 y	 la	 lesión	 medular,	 la	 arterioesclerosis,	 la	
osteoporosis,	 el	 infarto	 de	 miocardio,	 la	 hipertensión	 arterial	 sistémica,	 la	 obesidad/los	






1.4.3. Papel	 de	 los	 agonistas	 cannabinoides	 en	 las	 terapias	 contra	 el	 cáncer	 de	
pulmón.	
Los	cambios	en	el	metabolismo	de	 los	 lípidos	están	 íntimamente	 relacionados	con	el	
cáncer.	 Varias	 clases	 de	 lípidos	 bioactivos	 juegan	 un	 papel	 en	 la	 regulación	 de	 las	 vías	 de	
señalización	 implicadas	en	 la	 transformación	neoplásica	 y	 el	 crecimiento	 y	progresión	de	 los	
tumores.	 El	 sistema	 endocannabinoide,	 que	 como	 se	 ha	 comentado	 anteriormente	 son	
derivados	 de	 los	 lípidos,	 por	 su	 implicación	 en	 múltiples	 funciones	 fisiológicas	 básicas	 del	
organismo	 los	 convierte	 en	 prometedores	 candidatos	 para	 el	 tratamiento	 de	 numerosas	
patologías,	 destacando	 las	 enfermedades	 neurodegenerativas,	 trastornos	 metabólicos,	
diabetes	y	cáncer.  
Los	 cannabinoides	 se	 están	 empleando	 satisfactoriamente	 en	 el	 tratamiento	 de	 los	 efectos	
adversos	asociados	al	cáncer	y	a	los	tratamientos	antitumorales	tales	como	náuseas,	vómitos,	
falta	 de	 apetito,	 pérdida	 de	 peso	 y	 dolor.	 El	 dronabinol	 (THC	 sintético)	 y	 la	 nabilona	 están	
comercializados	para	 combatir	 y	prevenir	 las	náuseas	y	 vómitos	asociados	a	quimioterapia	 y	
radioterapia.	 Pero,	 con	 independencia	 de	 este	 uso	 paliativo	 en	 la	 terapia	 anticancerosa,	
algunos	 agonistas	 cannabinoides	 como	 el	 THC	 y	 el	 CBD	 han	 demostrado	 tener	 un	 efecto	
antitumoral	al	inhibir	el	crecimiento	descontrolado	de	las	células	tumorales	(por	inducción	de	
apoptosis	 e	 inhibición	 de	 la	 proliferación	 celular)	 e	 impedir	 la	 angiogénesis	 y	 metástasis	
tumoral	 disminuyendo	 e	 inhibiendo	 la	 adhesión	 e	 invasión	 de	 las	 células	 tumorales.	 Estos	
efectos	 se	han	observado	en	muchos	 tipos	de	 cáncer	 como	pulmón,	mama,	próstata,	 colón,	
hígado,	 piel,	 glioblastomas,	 leucemias	 y	 linfomas.	 Además,	 estudios	 recientes	 confirman	 la	
capacidad	 antitumoral	 del	 THC	 y	 CBD	 en	 el	 CPCNP,	 ya	 que	 la	 TEM	 se	 ve	 afectada	 por	 los	
mismos	y	se	expresan	los	receptores	CB1	y	CB2	en	este	tipo	de	células.	Estos	indicios	abren	las	
puertas	 al	 estudio	 de	 estos	 compuestos	 como	 tratamiento	 complementario	 a	 los	 que	
actualmente	existen	(Milián	et	al.,	2020).	
En	 cuanto	 a	 los	 mecanismos	 responsables	 de	 la	 acción	 antitumoral	 no	 están	 del	 todo	
esclarecidos,	aunque	parecen	implicados	tanto	receptores	específicos	para	cannabinoides	(CB1	
y	CB2)	como	receptores	independientes	como	el	receptor	TPRV1.	Cabe	destacar	que	el	efecto	
inhibitorio	 de	 los	 agonistas	 cannabinoides	 sobre	 la	 proliferación	 celular	 tumoral	 se	 suele	
relacionar	 con	 una	 disminución	 de	 la	 expresión	 de	 los	 receptores	 oncogénicos	 tirosina-
quinasas	 (TKR),	 proteínas	 quinasas,	 y	 la	 fosforilación	 [por	 ejemplo,	 receptor	 del	 factor	 de	
crecimiento	 epidérmico	 (EGF-R),	 receptor	 del	 factor	 de	 crecimiento	 nervioso	 (ErbB-2),	
prolactina	y	receptor	del	factor	de	crecimiento	endotelial	vascular	(VEGF-R)]	e	inhibición	de	la	
señalización	de	la	vía	PI3K-Akt.	
Por	 otro	 lado,	 en	 algunos	 estudios	 realizados	 con	 THC	 se	 ha	 observado	 un	 efecto	 bimodal	
sobre	 las	células	 tumorales,	de	manera	que	a	baja	concentración	 incrementa	 la	proliferación	
tumoral	y	a	concentraciones	más	elevadas	la	inhibe.	Este	efecto	positivo	sobre	la	proliferación	
celular	 parece	 deberse	 a	 la	 activación	 de	 receptores	 CB2	 que	 disminuiría	 la	 respuesta	
inmunitaria	 frente	al	 tumor	 favoreciendo	su	crecimiento.	Por	 lo	 tanto,	aunque	por	ahora	 los	




claridad	 el	 uso	 de	 los	 cannabinoides	 en	 el	 tratamiento	 del	 cáncer.	 (Alexander	 et	 al.,	 2009;	
Brown	et	al.,	2013;	Pisanti	et	al.,	2013;	Suárez	et	al.,	2014).	
1.5. Necesidad	de	nuevas	terapias.		
Uno	 de	 los	 grandes	 motivos	 de	 la	 búsqueda	 imparable	 de	 nuevos	 tratamientos	 es	
aumentar	la	esperanza	de	vida	de	las	personas	que	padecen	de	cáncer	de	pulmón	puesto	que	
el	tumor	desarrolla	una	alta	resistencia	a	los	tratamientos.	La	mortalidad	del	cáncer	de	pulmón	
a	 los	 5	 años	 es	 muy	 elevada,	 por	 ello	 es	 la	 principal	 causa	 de	 muerte	 neoplásica	 a	 nivel	
mundial.	Con	todo	lo	explicado	anteriormente	se	busca	poder	utilizar	los	cannabinoides	junto	
a	 las	 terapias	 actuales	 como	 tratamiento	para	 combatir	 el	 cáncer,	 en	 concreto,	 el	 cáncer	de	
pulmón.	 El	 uso	 de	 esta	 nueva	 combinación	 de	 tratamientos	 podría	 disminuir	 la	mortalidad,	
puesto	que	se	esquivaría	la	resistencia	que	este	genera.		
El	 tratamiento	que	se	busca,	basado	en	cannabinoides,	 junto	a	 las	 terapias	actuales	 resultan	
muy	 atractivos	 en	 comparación	 con	 los	 utilizados	 hasta	 ahora.	 Esto	 es	 porque	 hasta	 el	
momento	 los	 cannabinoides	 como	 medicamento	 no	 han	 mostrado	 efectos	 secundarios	





Para	 poder	 dar	 con	 la	 mejor	 combinación	 de	 los	 cannabinoides	 y	 antes	 de	 llevar	 a	 cabo	
ensayos	clínicos	en	humanos	es	de	gran	importancia	realizar	diferentes	ensayos	tanto	 in	vitro	
como	 in	 vivo	 con	 los	 que	 se	 establecen	 buenos	 modelos	 para	 garantizar	 la	 seguridad	 del	
tratamiento.	 Como	 se	 ha	 comentado	 anteriormente	 existen	 diversas	 estrategias	 o	 modelos	
aplicables	 al	 estudio	 de	 los	 cannabinoides	 en	 el	 cáncer	 de	 pulmón	 ya	 sea	 con	 estudios	 de	
proliferación	y	biología	molecular,	como	en	este	trabajo,	o	con	scaffolds	y	biorreactores.	
Por	último,	es	muy	importante	recalcar	que	los	efectos	“buenos”	que	se	buscan	con	el	uso	de	
cannabinoides	 ocurren	 cuando	 se	 utilizan	 como	 medicamentos,	 ya	 que	 fumar	 marihuana	




















































con	 la	 idea	de	optimizar	modelo	experimental	para	ensayar	 fármacos	antitumorales.	Supone	




que	 posee	 conocimientos	 sobre	 distintas	 disciplinas	 como	 biología,	 química,	 genética,	
ingeniería	 tisular	 o	 ciencia	de	 los	materiales.	 Conocer	 las	 diferentes	disciplinas	 citadas	 antes	
hace	 que	 se	 puedan	 utilizar	 técnicas	 de	 modelización	 y/o	 fabricación	 de	 materiales	 con	
capacidad	para	 reproducir	 el	microambiente,	 fundamental	 para	 el	 desarrollo	de	 sistemas	de	
estudio	más	realistas	y	precisos	que	los	existentes	en	la	actualidad.	
2.2. Hipótesis	del	estudio.	
La	 hipótesis	 alrededor	 de	 la	 cual	 se	 desarrolló	 este	 trabajo	 fue	 que	 los	 agonistas	
cannabinoides	 tienen	 un	 poder	 antiproliferativo	 sobre	 las	 células	 cancerígenas/tumorales,	 y	
que	 es	 posible	 evaluar	 in	 vitro	 su	 efecto	 con	 modelos	 sistemáticos	 de	 cultivo	 celular.	 Esta	
hipótesis	 se	 confirmó	 con	 estudios	 previos	 del	 grupo	 de	 investigación	 relacionados	 con	 las	
células	tumorales	y	los	agonistas	cannabinoides.	
2.3. Objetivo.	
El	objetivo	que	se	planteó	 fue	confirmar	 la	 influencia	de	 los	agonistas	cannabinoides	
junto	al	TGF-β1	sobre	la	proliferación	y	comportamiento	de	los	CAFs	y,	por	consiguiente,	como	
cambia	 la	 interacción	 entre	 los	 CAFs	 tratados	 con	 los	 cannabinoides	 y	 las	 células	 epiteliales	
tumorales	de	cáncer	de	pulmón.		
Se	planteó	este	objetivo,	ya	que	existen	evidencias	realizadas	in	vitro	que	demuestran	el	papel	





proliferación	 y	 diseminación	 tumoral,	 es	 necesario	 ensayarlos	 en	modelos	más	 parecidos	 al	














































Para	 el	 desarrollo	 de	 los	 diferentes	 ensayos	 se	 utilizaron	 dos	 tipos	 de	 celulares:	
fibroblastos	y	células	epiteliales.	Se	eligieron	estos	dos	tipos	de	células	por	ser	componentes	
fundamentales	del	modelo	del	microambiente	tumoral	que	se	quiere	reproducir.	









una	 representa	 un	 estadio	 diferente	 de	 cáncer	 de	 pulmón	 y	 así	 poder	 ver	 cómo	afectan	 los	




por	D.J.	 Giard	et	 al.,	 a	 partir	 de	 un	 adenocarcinoma	 extirpado	 de	 un	 varón	 caucásico	 de	 58	
años.	 En	 condiciones	 normales	 se	 comportan	 como	 células	 escamosas	 que	 difunden	 agua	 y	
electrolitros	 a	 través	de	 los	 alveolos.	 En	 el	 cultivo	 in	 vitro	crecen	en	monocapa	 adheridas	 al	
soporte,	e	in	vivo	pueden	inducir	tumores	en	ratones	atímicos	(Figura	13).	
-H460:	son	células	bronquiales	aisladas	por	primera	vez	en	1982	por	A.	F.	Gazdar	de	un	
varón	 con	 carcinoma	 de	 células	 grandes	 (CPCNP).	 La	 línea	 se	 obtuvo	 de	 la	 American	 Type	





















anteriormente.	 Los	 fibroblastos,	 ambos	 tipos,	 fueron	 cultivados	 con	 medio	 DMEM	 (Gibco,	





Waltham,	 MA,	 EE.UU),	 penicilina-estreptomicina	 al	 1%	 (Gibco,	 Waltham,	 MA,	 EE.UU)	 y	 L-
glutamina	al	1%	(Gibco,	Waltham,	MA,	EE.UU).	
Para	 las	 A549	 y	 H460	 el	 medio	 utilizado	 fue	 el	 RPMI	 1640	 (Gibco,	 Waltham,	 MA,	 EE.UU),	
suplementado	con	 suero	 fetal	bovino	al	5%	 (Gibco,	Waltham,	MA,	EE.UU),	 tampón	HEPES	al	
1%	(Sigma-Aldrich,	San	Luis,	MO,	EE.UU),	anfotericina	B	al	1%	(Gibco,	Waltham,	MA,	EE.UU),	
penicilina-estreptomicina	 al	 1%	 (Gibco,	 Waltham,	 MA,	 EE.UU)	 y	 L-glutamina	 al	 1%	 (Gibco,	
Waltham,	MA,	EE.UU).	Para	las	H1792	el	medio	utilizado	fue	el	RPMI	1640	(Euroclone,	Milán,	
Italia),	 suplementado	 con	 suero	 fetal	 bovino	 al	 10%	 (Gibco,	Waltham,	MA,	 EE.UU),	 tampón	
HEPES	al	1%	(Sigma-Aldrich,	San	Luis,	MO,	EE.UU),	anfotericina	B	al	1%	(Gibco,	Waltham,	MA,	
EE.UU),	 penicilina-estreptomicina	 al	 1%	 (Gibco,	 Waltham,	 MA,	 EE.UU)	 y	 L-glutamina	 al	 1%	
(Gibco,	Waltham,	MA,	EE.UU).	
3.2. Cultivo	de	fibroblastos	y	células	epiteliales.		
Todas	 las	 manipulaciones	 con	 cultivos	 celulares	 fueron	 realizadas	 en	 una	 sala	 de	
cultivos	 usando	 una	 campana	 de	 flujo	 laminar	 (Mars	 Safety	 Class	 2,	 ScanLaf,	 Lynge,	
Dinamarca).	 
Los	 fibroblastos,	 sanos	 y	 tumorales,	 tras	 ser	 retirados	 fueron	 almacenados	 en	 crioviales.	 Las	
células	 A549,	 H460	 y	 H1792	 fueron	 descongeladas	 de	 sus	 respectivos	 crioviales	 donde	 son	
conservadas	en	nitrógeno	líquido	a	-120ºC.	Todas	las	células	fueron	cultivadas	en	frascos	T25	y	






100%	de	 confluencia	 comienzan	 a	desarrollar	 inhibición	por	 contacto	 y	 para	poder	 tener	 un	
control	del	 resto	de	 líneas	 lo	 idóneo	es	no	superar	el	95-100%	de	confluencia	y	así	evitar	un	
crecimiento	 excesivo,	 cambios	 en	 su	morfología	 característica	 y	 obtener	 suficiente	 biomasa	
para	los	experimentos	programados.	El	protocolo	que	se	siguió	fue	el	siguiente:		
1. Calentar	el	medio	de	cultivo	y	la	Tripsina	(Gibco,	Waltham,	MA,	EE.UU)		en	un	baño	a	






con	una	atmósfera	humidificada	del	 5%	de	CO2	 (Forma	Scientific	 Inc.,	Marietta,	OH,	
EE.UU)	durante	3	minutos.	




7. Se	 recogen	 10	 µl,	 tras	 resuspender	 y	 homogeneizar	 el	 medio	 con	 las	 células,	 para	













Para	 estudiar	 el	 efecto	 de	 los	 cannabinoides	 en	 la	 viabilidad	 de	 los	 fibroblastos,	




(2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide)	 por	 la	 NADH	
producida	 en	 las	 mitocondrias	 mediante	 el	 transporte	 de	 electrones	 por	 la	 membrana	
plasmática	y	un	mediador	de	electrones.	La	reducción	del	XTT	durante	el	ensayo	produce	un	
producto	 de	 formazán	 de	 color	 naranja	 soluble	 en	 agua	 que	 se	 disuelve	 directamente	 en	 el	
medio	 de	 cultivo,	 eliminando	 la	 necesidad	 de	 un	 paso	 de	 solubilización	 adicional	 (como	 se	
requiere	en	el	ensayo	MTT).		
Los	 tratamientos	 a	 base	 de	 cannabinoides	 que	 se	 aplicaron	 a	 los	 fibroblastos	 fueron	 los	
siguientes:	THC	30	µM,	CBC	30	µM	y	mezcla	de	THC	y	CBD	30	10	µM	en	presencia	o	ausencia	
de	 5	 ng/mL	 de	 TGF-b1.	 Estas	 concentraciones	 se	 eligieron	 conforme	 a	 estudios	 anteriores	
llevados	a	cabo	por	el	grupo	de	investigación.	(Milián	et	al.,	2020)	
Los	 concentrados	 de	 estas	 moléculas	 fueron	 suministrados	 por	 Sigma-Aldrich	 en	 forma	 de	
solución	con	base	etanol	con	una	concentración	de	25	mg/mL.	A	partir	de	estas	soluciones	se	
preparó	 una	 dilución	 de	 trabajo	 a	 100	mM	en	DMEM	para	 posteriormente	 diluirla	 a	 30µM.	
Para	 el	 uso	 combinado	 de	 los	 fármacos	 se	 preparó	 una	 solución	 madre	 con	 una	 mezcla	
equimolar	de	THC	y	CBD	al	30µM.	El	TGF-b1	se	obtuvo	en	forma	de	polvo	liofilizado	con	una	
97%	de	pureza. 
Lo	 primero	 que	 se	 hizo	 fue	 sembrar	 los	 fibroblastos	 en	 placas	 de	 96	 pocillos	 (Figura	 15).	 Se	
sembraron	 2500	 células	 de	 ambos	 tipos	 de	 fibroblastos	 por	 pocillo.	 Para	 seleccionar	 la	
cantidad	 de	 células	 adecuada	 se	 realizó	 un	 XTT	 previo	 con	 diferentes	 cantidades	 de	 células	
(10.000,	 5000,	 2500,	 1250	 y	 625)	 y	 analizando	 los	 resultados	 del	 XTT	 se	 decidió	 que	 2500	
células	era	el	número	adecuado.	A	las	24	horas	se	añadieron	los	diferentes	tratamientos.	Las	
placas	 se	 incubaron	 durante	 dos	 horas	 y	 después,	 se	 añadió	 el	 TFG-b1	 en	 los	 pocillos	














H	 corresponden	 a	 los	 fibroblastos	 tumorales.	 De	 cada	 condición	 se	 tienen	 triplicados:	 un	
control	negativo	 (las	 células	 con	 su	medio	de	 cultivo)	en	 verde,	 control	positivo	 (células	 con	






Los	 tratamientos	 que	 se	 utilizaron	 constaron	 de	 una	 parte	 de	 sobrenadante	 de	 los	
fibroblastos	del	paciente	12	(medio	utilizado	para	cultivarlos)	y	otra	de	medio	de	cultivo	de	las	
células	 epiteliales.	 Esta	 combinación	 se	 realizó,	 ya	 que	 el	 sobrenadante	 de	 los	 fibroblastos	
contiene	 diversos	 factores	 liberados	 por	 ellos,	 descritos	 anteriormente,	 que	 se	 consideran	
fundamentales	en	la	TEM	y	la	proliferación	tumoral.	Su	combinación	es	necesaria,	puesto	que	
los	nutrientes	del	sobrenadante	han	sido	consumidos	por	los	fibroblastos	y	el	añadir	una	parte	
de	medio	 de	 cultivo	 proporciona	 esos	 nutrientes.	 Con	 este	método	 se	 consiguió	 un	 avance	




Para	 elegir	 la	 proporción	 en	 la	 que	 se	 combinaron	 el	medio	 y	 el	 sobrenadante,	 como	 paso	
preliminar,	 se	 realizaron	 varios	 ensayos	 de	 citotoxicidad	 para	 analizar	 el	 efecto	 del	






En	 primer	 lugar,	 se	 sembraron	 en	 placas	 de	 96	 pocillos	 las	 3	 líneas	 tumorales.	 Teniendo	 en	
cuenta	 la	tasa	de	proliferación	y	 la	capacidad	de	cada	pocillo	se	calculó	el	número	de	células	
que	 se	 debía	 sembrar	 en	 cada	 pocillo	 para	 que	 estas	 no	 saturasen	 el	medio	 del	 pocillo.	 La	
cantidad	de	células	seleccionada	fue:	1000	de	H460,	1500	de	A549	y	1500	de	H1792	por	pocillo	
en	100	µl	 de	medio. Para	 seleccionar	esta	 selección	 se	 realizó	un	XTT	previo	 con	diferentes	
cantidades	de	células	de	cada	línea	celular	y	analizando	los	resultados	del	XTT	se	decidió	que	
1000,	 1500	 y	 1500	 células	 fueron	 las	 adecuadas.	 A	 las	 24	 horas	 se	 les	 aplicó	 los	 diferentes	




medio	de	 cultivo)	en	verde,	 control	positivo	 (células	 con	una	 solución	 con	 látex	que	 se	 sabe	
que	 mata	 a	 las	 células)	 en	 rojo,	 los	 blancos	 del	 control	 negativo,	 control	 positivo	 y	 el	
sobrenadante	 de	 los	 fibroblastos	 sin	 ningún	 tratamiento	 en	 naranja	 y	 las	 células	 con	 los	
diferentes	 sobrenadantes	 en	 rosa.	 En	 las	 filas	 A,	 B	 y	 C	 se	 trataron	 las	 células	 con	 los	





3.5. Análisis	 de	 la	 expresión	 relativa	 de	 genes	 relacionados	 con	 la	 transición	 epitelio-
mesénquima	mediante	el	uso	de	Real	Time	PCR.		
La	 realización	 de	 experimentos	 utilizando	 técnicas	 de	 biología	molecular	 es	 de	 gran	
importancia,	ya	que	respalda	y	demuestra	los	resultados	que	son	obtenidos	por	otros	ensayos	













los	fibroblastos	 los	cannabinoides	y	a	 la	 línea	tumoral	 los	sobrenadantes.	Como	en	el	ensayo	
de	citotoxicidad	en	el	caso	de	los	fibroblastos	el	TFG-b1	se	añadió	dos	horas	después	al	resto	
de	 componentes	 de	 los	 tratamientos.	 Cada	 tratamiento	 se	 reprodujo	 por	 triplicado.	 En	 la	
Figura	17	se	puede	observar	el	diseño	utilizado	en	 las	placas.	Se	 incubaron	durante	72	horas	
para	después	retirar	el	tratamiento	y	añadir	500	µl	de	TRIzol	(Ambion,	Waltham,	MA,	EE.UU).	











3. Después	 de	 que	 reposen	 se	 centrifugan	 durante	 15	minutos	 a	 12000G	 y	 4ºC	 con	 la	
ayuda	 de	 una	 centrífuga	 de la	 serie	 Sorvall	 Legend	 Micro	 17R	 (Thermo	 Scientific,	
Waltham,	MA,	EE.UU).  











7. Se	 centrifugan	 durante	 10	 minutos	 a	 12000G	 a	 4ºC.	 A	 partir	 de	 este	 momento	 las	
muestras	tienen	que	estar	conservadas	en	hielo.	
8. Las	muestras	se	 lavan	con	etanol	al	75%	dos	veces	y	en	cada	 lavado	se	centrifugan	5	
minutos	a	7500G	y	4ºC.	
9. Tras	el	último	lavado	el	etanol	se	retira	con	mucho	cuidado	para	no	arrastrar	el	pellet	
(compuesto	 por	 ARN)	 y	 se	 secan	 las	 muestran	 en	 un	 termobloque	 Thermomixer	 C	
(Eppendorf,	 Hamburgo,	 Alemania) calentado	 previamente	 a	 40ºC	 para	 evaporar	 los	
restos	de	etanol. 
10. Una	vez	están	secas	las	muestras	se	resuspende	el	pellet	en	30	µl	de	agua.	 




Para	 poder	 cuantificar	 la	 cantidad	 de	 ARN	 existente	 en	 cada	 muestra	 se	 utilizó	 el	
espectrofotómetro	NanoDrop2000	 (Thermo	Scientific,	Waltham,	MA,	 EE.UU).	 La	 cantidad	de	
ARN	 vino	 dada	 en	 ng/µl	 y	 se	 obtuvo	 a	 partir	 de	 las	 absorbancias	 medidas	 a	 260(A260)	 y	
280(A280)	 nm.	Con	 la	 relación	A260/	A280	 se	 conoció	el	 grado	de	pureza	de	 las	muestras.	 Para	
estudios	 de	 expresión	 génica	 únicamente	 se	 consideran	 aquellas	 muestras	 con	 una	 pureza	
entre	1,8	y	2. 
Con	 la	 cuantificación	hecha,	 se	procedió	 a	 realizar	una	 retrotranscripción	 inversa	 (RT)	por	 la	
cual	se	pasó	de	tener	RNA,	inestable,	a	tener	DNA	complementario(cADN)	para	la	reacción	en	
cadena	 de	 la	 polimerasa	 a	 tiempo	 real	 (Real	 Time	 PCR	 o	 qPCR).	 	 Para	 preparar	 las	 nuevas	
muestras	 y	 placa	necesaria	 para	 la	 RT	 se	 trabajó	 en	una	 campana	biológica	de	 flujo	 laminar	
Steril-GEMINI	(ALS,	Milán,	Italia).	
Los	componentes	para	la	RT	fueron	50%	del	volumen	final	la	mezcla	reactiva	(agua,	RT	buffer,	
random	hexamers,	 dNTPs,	 inhibidor	 RNasa	 y	 la	 enzima	 retrotranscriptasa	 inversa)	 donde	 las	
proporciones	de	sus	componentes	vienen	dadas	por	el	fabricante,	Applied	Biosystems	(Thermo	
Fisher	 Scientific,	 Waltham,	 MA,	 EE.UU),	 y	 50%	 del	 volumen	 final	 de	 agua	 y	 la	 muestra	 en	
cuestión.	 La	 cantidad	 de	 agua	 y	muestra	 variaron	 según	 la	 cantidad	 de	 ARN	 obtenido	 en	 la	




La	 retrotranscripción	 se	 realizó	 en	 un	 termociclador	 LifePro	 Thermal	 Cycler	 (Lan	 Technics)	
donde	se	dieron	una	serie	de	fases	en	las	cuales	varía	la	temperatura	y	el	tiempo	de	duración,	
y	 se	 consiguió	 el	 paso	de	ARN	a	 cDNA.	 Las	 fases	 son:	 10	minutos	 a	 25ºC,	 2	 horas	 a	 37ºC,	 5	
minutos	 a	 85ºC	 y	 30	 minutos	 a	 4ºC.	 Una	 vez	 se	 acabó	 el	 proceso	 las	 nuevas	 muestras	 se	
guardaron	a	-20ºC.		














	Los	 componentes	 necesarios	 para	 esta	 reacción	 son:	 agua,	 un	 master	 mix	 de	 Applied	
Biosystems	 (Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA,	EE.UU)	y	el	 cebador	o	primer	específico	
del	 gen	 que	 se	 quiere	 estudiar.	 Esta	 combinación	 se	 preparó	 tantas	 veces	 como	 genes	 se	







4. Se	añade	1	µl	de	 las	muestras	en	 los	pocillos	correspondientes	de	 la	placa.	Una	serie	
de	pocillos	no	 llevaban	ninguna	muestra	ya	que	son	el	control	negativo.	Este	control	
sirve	para	asegurarse	de	que	los	diferentes	componentes	para	la	reacción	están	bien.	











consiguieron	 las	 expresiones	 relativas	 de	 los	 genes	 en	 cuestión.	 Primero	 se	 calculó	 el	 DCt,	
después	 el	DDCt	 y	 por	 último	 la	 expresión	 relativa	 se	 consiguió	 con	 la	 fórmula:	 2-DDCT.	 Para	
estos	 cálculos	 se	 utilizó	 el	 gliceraldehído	 3	 fosfato	 deshidrogenasa	 (GAPDH)	 como	 control	
endógeno	y	se	normalizaron	los	resultados	al	grupo	control.		
3.6. Evaluación	 de	 los	 cambios	 morfológicos	 mediante	 tinción	 con	 Faloidina,	 y	 de	 la	
expresión	de	ASMA	y	FSP1	mediante	inmunofluorescencia.	
Partiendo	de	la	base	de	que	la	morfología	de	las	células	tumorales	es	diferente	a	la	de	
las	 células	 normales,	 se	 han	 querido	 evaluar	 los	 cambios	 de	 morfología	 característicos	
producidos	 por	 la	 TEM	 y	 los	 diferentes	 tratamientos	 mediante	 la	 tinción	 con	 faloidina-
rodamina	tanto	de	ambos	tipos	de	fibroblastos	como	en	la	línea	celular	H460.	Por	otro	lado,	se	




falotoxinas	y	es	un	heptapéptido	bicíclico	 tóxico.	Se	une	específicamente	a	 los	 filamentos	de	
actina	 F	 del	 citoesqueleto,	 impidiendo	 su	 despolarización.	 La	 rodamina	 es	 un	 marcador	
fluorescente	asociado	a	 la	 faloidina	que	permite	 la	 visualización	mediante	el	microscopio	de	






los	 fibroblastos	 se	 sembraron	12000	células	por	pocillo	y	en	el	 caso	de	 las	H460	3000.	En	 la	
segunda	 parte	 se	 sembraron	 cuatro	 cámaras	 de	 ambos	 tipos	 de	 fibroblastos	 con	 el	 mismo	
número	de	 células	 que	en	 la	 anterior	 parte	 y	 se	 realizó	 la	 inmunofluorescencia	 con	ASMA	y	
FSP-1.	En	ambas	partes	una	vez	las	células	llegaron	a	una	confluencia	del	70%	se	les	aplicaron	
los	respectivos	tratamientos.	En	la	Figura	19	se	puede	observar	el	diseño	de	dos	de	las	cámaras	
que	se	utilizaron	para	 la	primera	parte	del	ensayo,	 la	primera	corresponde	al	diseño	para	 los	















3. Una	 vez	 han	pasado	 los	 25	minutos	 se	 retira	 el	 formol	 y	 se	 vuelven	 a	 realizar	 como	
mínimo	dos	 lavados	con	PBS.	En	este	punto	 las	muestras	pueden	mantenerse	con	el	
PBS	en	 la	nevera	durante	un	 tiempo	y	 realizar	 las	 tinciones	en	otro	momento.	 En	 la	
mayoría	de	lo	posible	los	pasos	anteriores	se	realizan	en	frio	utilizando	la	nevera.	





6. Para	evitar	 las	uniones	 inespecíficas	se	tratan	 las	células	con	BSA	(Sigma-Aldrich,	San	
Luis,	MO,	EEUU)	al	1%	en	PBS durante	25	minutos.	
7. Llegado	a	este	punto	se	preparan	 las	diluciones	necesarias	de	 los	anticuerpos	ya	que	
estos	 se	 comercializan	 de	 manera	 muy	 concentrada.	 La	 disolución	madre	 del	 FSP-1	
(NovusBio,	 Colorado,	 Estados	 Unidos)	 está	 concentrada	 a	 1	 mg/mL,	 la	 del	 ASMA	
(abcam,	Cambridge,	Reino	Unido)	a	0,5	mg/mL	y	el	DAPI	(VECTASHIELD®	PLUS	Antifade	
Mounting	Medium	with	DAPI	H-2000,	Vector	Laboratories,	San	Francisco,	EE.UU).	Para	
la	 tinción	 con	 Faloidina-Rodamina	 (Invitrogen,)	 la	 dilución	 era	 2:200	 (PBS).	 Las	







realizan	 varios	 lavados.	 A	 las	 muestras	 con	 el	 anticuerpo	 FSP-1	 se	 les	 añade	 un	








se	 procede	 a	 su	 visualización	 con	 un	 microscopio	 de	 fluorescencia	 Leica	 DM	 25000	 (Leica	
Microsystems,	 Weltzlar,	 Alemania)	 y	 se	 fotografían	 con	 el	 programa	 LAS	 AF	 Lite	 (Leica	
Microsystems,	Weltzlar,	Alemania).	
Las	 fotografías	 se	 tomaron	 de	 tal	manera	 que	 se	 apreciaran	 los	 cambios	morfológicos	 de	 la	
TEM:	sitios	de	unión	entre	 las	células,	 la	elongación	de	su	citoesqueleto,	 la	marcación	de	 las	





mediante	 un	 test	 ANOVA	 (análisis	 de	 varianzas)	 y	 un	 post-test	 de	 comparación	múltiple	 de	



















Observando	 los	 resultados	que	se	muestran	en	 la	gráfica	de	 la	Figura	20	se	puede	decir	que	
solo	 existe	 diferencia	 significativa,	 en	 cuanto	 a	 la	 viabilidad	 celular,	 respecto	 del	 control	
negativo	en	las	células	que	fueron	tratadas	con	los	tratamientos	junto	al	TGF-β1.	De	hecho,	el	
THC	 al	 30	µM	más	 TGF-β1	 es	 el	 tratamiento	 que	más	 la	 redujo.	 El	 tratamiento	 con	 TGF-β1	
produjo	 una	 inhibición	 significativa	 de	 la	 viabilidad	 celular	 que	 no	 fue	 significativamente	
inhibida	por	ninguno	de	los	tratamientos	ensayados,	si	bien	se	observaron	diferentes	efectos	
en	 función	del	origen	de	 los	 fibroblastos,	en	especial	en	 los	grupos	en	 los	que	se	administró	
THC	en	 combinación	 con	CBD	donde	 se	observó	una	 tendencia	 a	 la	 reversión	del	 efecto	del	
TGF-β1.	 Ni	 el	 THC	 ni	 el	 CBD	 produjeron	 efectos	 sobre	 la	 viabilidad	 celular	 a	 ninguna	 de	 las	









El	 efecto	 modulador	 de	 los	 diferentes	 sobrenadantes	 con	 los	 tratamientos	 de	
cannabinoides	se	estudió	mediante	ensayos	de	citotoxicidad	de	las	tres	líneas	celulares:	A549,	
H460	y	H1792.		
Los	 resultados	 obtenidos	 para	 la	 línea	 celular	 A549	 se	 resumen	 en	 la	 Figura	 21.	 El	 único	
sobrenadante	que	no	afectó	significativamente	a	la	viabilidad	celular	fue	el	de	THC	al	30	µM	en	
ausencia	 de	 TGF-β1.	 Además,	 la	 viabilidad	 fue	 menor	 en	 los	 sobrenadantes	 que	 incluyeron	
TGF-β1	 tanto	 los	 obtenidos	 a	 partir	 de	 fibroblastos	 sanos	 como	 de	 tumorales.	 Los	
sobrenadantes	de	los	fibroblastos	tratados	con	CBD	al	30	µM,	en	presencia	o	ausencia	de	TGF-





















Con	 respecto	 a	 la	 línea	 celular	 H1792,	 en	 general	 se	 observó	 un	 menor	 efecto	 sobre	 la	
















el	apartado	3.5.	 Los	 resultados	 se	presentan	en	 la	Figura	24,	 fibroblastos	 sanos,	 y	Figura	25,	
fibroblastos	tumorales.	Como	se	pueden	apreciar	los	resultados	fueron	muy	diferentes	tanto	si	
se	 comparan	 los	 dos	 tipos	 de	 fibroblastos	 como	 si	 se	 compara	 entre	 los	 diferentes	
tratamientos.	El	gen	FAP,	se	expresa	en	la	superficie	de	los	fibroblastos,	está	más	relacionado	
con	 los	 fibroblastos	 sanos,	 mientras	 que	 el	 FSP-1,	 una	 proteína	 asociada	 a	 los	 filamentos	
intermedios,	está	relacionada	con	ambos	tipos	de	fibroblastos.		
Tal	 y	 como	 se	 representa	 en	 la	 Figura	 24,	 en	 todos	 los	 grupos	 estudiados	 se	 registró	 un	
incremento	 en	 la	 expresión	 de	 FAP,	 alcanzando	 la	 significatividad	 estadística	 en	 los	 grupos	
tratados	 con	 TGFb-1.	 El	 TGFb-1	 potencia	 la	 capacidad	 tumoral	 de	 las	 células	 activando	










produjeron	 una	 inhibición	 significativa	 en	 su	 expresión.	 No	 obstante,	 no	 se	 registró	 un	
incremento	en	la	expresión	del	mismo	como	consecuencia	a	la	estimulación	con	TGFb-1.	Esta	
reducción,	 significativa	 en	 la	mayoría	 de	 tratamientos	menos	 en	 el	 THC	más	 TGFb-1	 puedo	
















de	 fibroblastos	estromales	 a	 células	denominadas	miofibroblastos	 (CAFs),	 con	 características	
mixtas	entre	 fibroblastos	y	 fibras	musculares	 lisas.	Durante	dicha	transición	se	producen	una	
serie	 de	 alteraciones	 morfológicas	 que	 implican,	 entre	 otras	 la	 reorganización	 de	 la	 actina	
fibrilar	 del	 citoesqueleto.	 Con	 la	 idea	de	estudiar	dichas	 alteraciones,	 se	 realizaron	 tinciones	
fluorescentes	con	faloidina	rodamina.	
En	 las	 figuras	26-29	se	resumen	 los	resultados	obtenidos	de	 los	experimentos	realizados	con	
fibroblastos	sanos	y	tumorales	tratados	con	THC	y	CBD	solos	o	en	combinación	y	en	presencia	
o	ausencia	de	TGFb-1	5	ng/ml.		
Estas	 alteraciones,	 según	 el	 tratamiento	 en	 cada	 caso,	 de	 forma	 más	 general	 se	 pueden	
observar	en	las	figuras	26	y	27.	En	cambio,	en	las	figuras	28	y	29	se	puede	observar	con	más	
claridad	la	morfología	de	las	células	tratadas.		























































4.4.2. Estudio	 de	 la	 expresión	 de	 ASMA	 mediante	 inmunofluorescencia	 en	
fibroblastos.	
La	expresión	de	ASMA	en	 los	 fibroblastos	 tratados	con	 los	agonistas	cannabinoides	y	
TGF-b1	 además	 de	 estudiarse	 por	 biología	 molecular,	 calculando	 su	 expresión	 relativa,	
también	se	estudió	mediante	inmunofluorescencia	de	manera	cualitativa	como	se	ha	explicado	
en	el	apartado	3.6.	
Una	 vez	 seguido	 el	 protocolo	 de	 la	 inmunofluorescencia	 para	 el	 ASMA	 se	 obtuvieron	 las	
imágenes	 de	 las	 figuras	 30	 y	 31.	 En	 ellas	 se	 pueden	 observar	 cómo	 están	 marcadas	 con	
fluorescencia	verde	 las	 fibras	de	actina,	sobre	todo	en	 los	 fibroblastos	que	han	sido	tratados	
con	TGF-b1.	Esto	ocurre	puesto	que	fibroblastos	tumorales	(CAFs)	tienen	ciertas	características	
de	unas	células	denominadas	miofibroblastos,	las	cuales	presentan	características	mixtas	entre	






























4.4.3. Estudio	 de	 la	 expresión	 de	 FSP1	 mediante	 inmunofluorecencia	 en	
fibroblastos.	
La	expresión	de	 FSP-1	en	 los	 fibroblastos	 tratados	 con	 los	 agonistas	 cannabinoides	 y	




mayor	 intensidad	 de	 fluorescencia.	 Esto	 puede	 ser	 porque	 el	 TGF-b1	 como	 se	 viene	



































las	 uniones	 intercelulares	 producida	 por	 el	 gen	 CDH1.	 La	 N-cadherina	 es	 una	 proteína	
producida	 por	 el	 gen	 CDH2,	 de	 la	 cual	 se	 aumenta	 la	 expresión	 durante	 la	 TEM	 y,	 además,	
sustituye	 a	 la	 E-cadherina	 en	 este	 proceso.	 La	 expresión	 del	 gen	 VIM	 es	 propio	 de	 los	
fibroblastos	y	su	sobreexpresión	está	relacionada	con	la	TEM	(Kalluri	et	al.,2009).	La	expresión	
de	los	genes	FAP	y	FSP-1	se	consideran	marcadores	de	la	TEM	,	ya	que	su	expresión	aumenta	
durante	 la	 misma	 (Kahounova	 et	 al.,2018).	 Es	 importante	 recalcar	 que	 el	 TGF-b1	 se	 ha	







Tal	 y	 como	 se	 resumen	 en	 la	 Figura	 34,	 el	 tratamiento	 con	 sobrenadante	 de	 fibroblastos	
tumorales	produjo	una	inhibición	en	la	expresión	de	CDH1	y	un	incremento	en	la	expresión	de	
CDH2	y	de	VIM,	 tanto	en	ausencia	como	en	presencia	de	TGF-b1.	 La	adición	de	dicho	 factor	
potenió	 significativamente	 los	 efectos	 del	 sobrenadante.	 Dicho	 efecto	 fue	 discretamente	
modificado	como	efecto	del	tratameinto	con	THC	y	CBD	en	todos	 los	grupos	experimentales,	
siendo	más	marcado	el	efecto	en	aquellos	grupos	 tratados	con	 la	 combinación	de	 fármacos.	
Una	 tendencia	 similar	 se	 registró	 para	 la	 expresión	 de	 los	 genes	 FAP	 y	 FSP	 tal	 y	 como	 se	
resume	 en	 la	 Figura	 35,	 su	 expresión	 fue	 inducida	 por	 el	 sobrenadante	 de	 fiboblastos	
tumorales	y	potenciada	como	efecto	de	la	estimulación	con	TGF-b1.	De	nuevo	se	registró	una	


















las	 condiciones	 en	 ausencia	 de	 TGF-b1	 no	 ocurrió	 lo	 esperado,	 puesto	 que	 las	 células	























4.6. Análisis	morfológico	de	 la	 línea	celular	H460	 tratada	con	 los	 sobrenadantes	de	 los	
fibroblastos.		
Como	 se	 ha	 explicado	 a	 lo	 largo	 de	 este	 trabajo,	 la	 TEM	 está	 asociada	 con	 unos	
cambios	 fenotípicos	 que	 se	 pueden	 detectar	 mediante	 el	 cambio	 de	 la	 morfología	 de	 las	
células.	Para	poder	observar	estos	cambios	se	llevó	la	técnica	explicada	en	el	apartado	3.6	.	Los	
cambios	morfológicos	esperados	en	las	células	de	la	línea	H460	tratadas	con	los	sobrenadantes	
fueron:	 separaciones	 entre	 las	 células	 por	 la	 desaparición	 de	 la	 E-cadherina	 y,	 por	 tanto,	
menos	 sitios	 de	 unión,	 elongación	 del	 citoesqueleto	 y	 marcación	 de	 las	 fibras	 de	 actina.	
(Lindsey,	2014;	Thiery,	2002)		
En	 la	 Figura	 38,	 la	 Figura	 39,	 la	 Figura	 40	 y	 la	 Figura	 41	 se	 pueden	 observar	 las	 imágenes	
obtenidas	tras	la	tinción	con	faloidina	de	la	línea	celular	H460	con	los	diferentes	tratamientos.	











































Actualmente	 los	 tratamientos	 principales	 (cirugía,	 quimioterapia	 y	 radioterapia)	 eliminan	 el	




fin	 de	 evitar	 que	 se	 produzca.	 La	 detección	 temprana	 de	 los	marcadores	 es	 crucial	 para	 un	
mejor	pronóstico	de	la	enfermedad.	








resultados	 más	 reproducibles.	 Por	 ejemplo,	 sería	 conveniente	 utilizar	 líneas	 celulares	 de	
fibroblastos	 establecidas	 y	 no	 obtenidas	 a	 partir	 de	 un	 paciente,	 ya	 que	 estas	 cuando	 son	
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de	 su	 conjunto	 y	 así	 poder	 estudiar	 su	 viabilidad.	 A	 continuación,	 se	 detallan	 las	



















Código	 Descripción	 Coste	unitario(€/h)	 Horas	de	trabajo	(h)	 Coste	(€)	
P.1	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 270,00	 3240,00	
P.2	 Primer	tutor/a	del	proyecto	de	investigación	 45,00	 30,00	 1350,00	
P.3	 Segundo	tutor/a	del	proyecto	de	investigación	 45,00	 20,00	 900,00	
P.4	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 40,00	 617,20	




Código	 Unidad	 Descripción	 Coste	unitario	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
MAT.1	 ud	 Kit	XTT	 34,44	 9,00	 310,00	
MAT.2	 ud	 A549	 595,00	 1,00	 595,00	
MAT.3	 L	 Agua	mQ	 0,20	 0,016	 0,00	
MAT.4	 mg	 Anfotericina	B	 0,52	 10,31	 5,40	
MAT.5	 μL	 ASMA	 4,10	 0,01	 0,04	
MAT.6	 ud	 Bata	de	laboratorio	 19,90	 1,00	 19,90	
MAT.7	 mL	 BSA	 6,84	 19,20	 131,33	
MAT.8	 ud	 Caja	de	RNasa	inhibitor	 124,00	 1,00	 124,00	




MAT.10	 ud	 Caja	puntas	para	micropipeta	de	1000	μL	 65,25	 1,00	 65,25	
MAT.11	 ud	 Caja	puntas	para	micropipeta	de	200	μL	 39,11	 1,00	 39,11	
MAT.12	 mg	 CBD	 3,49	 0,01	 0,03	
MAT.13	 ud	 CDH1	250	μL	 213,00	 1,00	 213,00	
MAT.14	 ud	 CDH2	250	μL	 213,00	 1,00	 213,00	
MAT.15	 ud	 Criovirales	de	2mL	 0,66	 5,00	 3,30	
MAT.16	 mg	 DAPI	 6,96	 1,00	 6,96	
MAT.17	 L	 Dicloro	metanol	 30,90	 0,06	 1,85	
MAT.18	 L	 Dimetil	sulfóxido	(DMSO)	 23,00	 0,50	 11,50	
MAT.19	 mL	 DMEM	 0,06	 87,00	 5,10	
MAT.20	 L	 Etanol	 17,96	 0,10	 1,80	
MAT.21	 mL	 Faloidina-Rodamina	 48,60	 0,02	 0,97	
MAT.22	 ud	 FAP	250	μL	 213,00	 0,20	 42,60	
MAT.23	 L	 Formol	 6,32	 0,05	 0,32	
MAT.24	 ud	 Frascos	T25	de	5	mL	 0,09	 10,00	 0,88	
MAT.25	 ud	 Frascos	T75	de	15	mL	 0,28	 5,00	 1,42	
MAT.26	 ud	 FSP1	250	μL	 213,00	 0,20	 42,60	
MAT.27	 μL	 GAPDH	 3,60	 2,00	 7,20	
MAT.28	 mL	 Glucógeno	calidad	ARN	 430,00	 0,10	 43,00	
MAT.29	 ud	 Guantes	de	látex	 0,12	 160,00	 19,68	
MAT.30	 ud	 High-Capacity	RNA-to-cDNA™	Kit	 399,00	 1,00	 399,00	
MAT.31	 L	 Isopropanol	 4,21	 0,10	 0,42	
MAT.32	 L	 L-Glutamina	 150,59	 0,01	 1,51	
MAT.33	 ud	 Mascarilla	quirúrgica	 0,62	 24,00	 14,88	
MAT.34	 ud	 Master	mix	de	Applied	Biosystems	 413,00	 0,50	 206,50	
MAT.35	 ud	 Micropipeta	de	10	μL	 107,38	 1,00	 107,38	
MAT.36	 ud	 Micropipeta	de	200	μL	 191,08	 1,00	 191,08	
MAT.37	 ud	 Micropipeta	de	de	1000	μL	 269,93	 1,00	 269,93	
MAT.38	 ud	 Microtubos	de	1,5	mL	 0,05	 100,00	 5,18	
MAT.39	 ud	 Microtubos	de	200	μL	 0,04	 50,00	 1,95	
MAT.40	 ud	 Microtubos	de	500	μL	 0,08	 20,00	 1,50	
MAT.41	 ud	 NCI-H1792	 805,00	 0,01	 8,05	
MAT.42	 ud	 NCI-H460	 595,00	 0,01	 5,95	
MAT.43	 mL	 PBS	 0,02	 10,00	 0,16	
MAT.44	 mL	 Penicilina	estreptomicina	 0,39	 15,00	 5,88	
MAT.45	 ud	 Pipeta	multicanal	 859,00	 1,00	 859,00	
MAT.46	 ud	 Pipeta	plastica	Pasteur	de	3	ml	 0,09	 10,00	 0,86	
MAT.47	 ud	 Pipeta	serológica	5	mL	 54,00	 1,00	 54,00	
MAT.48	 ud	 Pipeta	serológica	10	mL	 27,27	 1,00	 27,27	
MAT.49	 ud	 Placa	de	12	pocillos	 3,22	 8,00	 25,76	
MAT.50	 ud	 Placa	de	384	pocillos	 8,52	 1,00	 8,52	
MAT.51	 ud	 Placa	de	8	pocillos	 0,61	 5,00	 3,05	
MAT.52	 ud	 Placa	de	96	pocillos	 3,26	 5,00	 16,30	
MAT.53	 nm	 Random	hexamers	 14,60	 0,10	 1,46	
MAT.54	 mL	 RPMI	1640	 0,12	 179,00	 20,94	




MAT.56	 mL	 Tampón	HEPES	 0,79	 8,00	 6,28	
MAT.57	 μg	 TGFB	 12,80	 0,10	 1,28	
MAT.58	 mg	 THC	 5,56	 0,01	 0,06	
MAT.59	 L	 Tripsina	 71,80	 0,01	 0,72	
MAT.60	 mL	 Tritón	X-100	 0,11	 0,50	 0,06	
MAT.61	 mL	 TRIzol	 2,62	 5,00	 13,10	
MAT.62	 mL	 Trypan	blue	 0,32	 0,40	 0,13	
MAT.63	 ud	 Tubo	falcon	de	15ml	 0,23	 5,00	 1,17	
MAT.64	 ud	 Tubo	falcon	de	50ml	 0,35	 5,00	 1,75	
MAT.65	 ud	 VIM	250	μL	 213,00	 1,00	 213,00	
MAT.66	 ud	 S100A4	Antibody	FSP1	(15	mg)	 402,00	 0,01	 4,02	
MAT.67	 ud	 Pipeta	serológica	25	mL	 43,50	 1,00	 43,50	
MAT.68	 mg	 FITC	 1,18	 0,01	 0,01	
	   
Precio	total	de	materiales	(€)	 4467,65	
	











Código	 Unidad	 Maquinaria	 Precio	unitario	(€/h)	 Cantidad	 Coste	(€)	
MQ.1	 h	 Incubador	con	atmósfera	humidificada	de	CO2	 0,52	 1821,00	 942,93	
MQ.2	 h	 Contador	de	células	 0,25	 4,00	 0,99	
MQ.3	 h	 Espectrofotómetro	de	masas	 8,24	 6,50	 53,59	
MQ.4	 h	 Centrífuga	de	la	serie	Sorvall	Legend	Micro	17R	 0,52	 11,00	 5,73	
MQ.5	 h	 Termobloque	Thermomixer	C	 0,30	 21,00	 6,28	
MQ.6	 h	 Agitador	de	mezclas	Vortex	Top	 0,05	 9,00	 0,44	
MQ.7	 h	 Espectrofotómetro	NanoDrop	2000	 1,01	 12,00	 12,14	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,53	 265,00	 139,76	
MQ.9	 h	 Termociclador	LifePro	Thermal	Cycler	 0,44	 48,00	 21,32	
MQ.10	 h	 Termociclador	QuantStudio	5	 4,64	 21,00	 97,53	
MQ.11	 h	 Microscopio	óptico	Leica	DM	2500	 0,41	 49,00	 20,14	
MQ.12	 h	 Microscopio	de	fluorescencia	 1,44	 15,00	 21,66	
MQ.13	 h	 Baño	termostatizado	 0,21	 56,00	 11,67	















Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
1.1	 ud	 Medio	cultivo	fibroblastos	(100	mL)	 15,26	 5,81	 88,64	
1.2	 ud	 Medio	cultivo	H460/A549	(100	mL)	 18,91	 3,00	 56,73	
1.3	 ud	 Medio	cultivo	H1792	(100	mL)	 20,28	 1,50	 30,43	
1.4	 ud	 Pase	celular	fibroblastos	 10,85	 6,00	 65,11	
1.5	 ud	 Pase	celular	H460/A549	 11,84	 10,00	 118,41	
1.6	 ud	 Pase	celular	H1792	 11,95	 5,00	 59,76	
	   Coste	total	de	capítulo	(€)	 419,08	
	      
1.1	 Medio	cultivo	fibroblastos	(100	mL)	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 0,25	 3,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 0,08	 1,29	
MAT.19	 mL	 DMEM	 0,06	 87,00	 5,10	
MAT.55	 mL	 Suero	fetal	bovino	 0,40	 10,00	 4,02	
MAT.56	 mL	 Tampón	HEPES	 0,79	 1,00	 0,79	
MAT.4	 mg	 Anfotericina	B	 0,52	 1,00	 0,52	
MAT.44	 mL	 Penicilina	estreptomicina	 0,39	 1,00	 0,39	
MAT.32	 L	 L-Glutamina	 150,59	 0,001	 0,15	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 15,26	
	      
1.2	 Medio	cultivo	H460/A549	(100	mL)	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 0,25	 3,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 0,08	 1,29	
MAT.54	 mL	 RPMI	1640	 0,12	 92,00	 10,76	
MAT.55	 mL	 Suero	fetal	bovino	 0,40	 5,00	 2,01	
MAT.56	 mL	 Tampón	HEPES	 0,79	 1,00	 0,79	
MAT.4	 mg	 Anfotericina	B	 0,52	 1,00	 0,52	
MAT.44	 mL	 Penicilina	estreptomicina	 0,39	 1,00	 0,39	
MAT.32	 L	 L-Glutamina	 150,59	 0,001	 0,15	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 18,91	
	      
1.3	 Medio	cultivo	H1792	(100	mL)	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 0,25	 3,00	




MAT.54	 mL	 RPMI	1640	 0,12	 87,00	 10,18	
MAT.55	 mL	 Suero	fetal	bovino	 0,40	 10,00	 4,02	
MAT.56	 mL	 Tampón	HEPES	 0,79	 1,00	 0,79	
MAT.4	 mg	 Anfotericina	B	 0,52	 1,00	 0,52	
MAT.44	 mL	 Penicilina	estreptomicina	 0,39	 1,00	 0,39	
MAT.32	 L	 L-Glutamina	 150,59	 0,001	 0,15	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 20,28	
	      
1.4	 Pase	celular	fibroblastos	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 0,50	 6,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 0,25	 3,86	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,05	 0,75	 0,04	
MAT.59	 L	 Tripsina	 71,80	 0,001	 0,07	
MAT.43	 mL	 PBS	 0,02	 1,00	 0,02	
MQ.1	 h	 Incubador	con	atmósfera	humidificada	de	CO2	 0,05	 0,05	 0,00	
MAT.63	 ud	 Tubo	falcon	de	15ml	 0,23	 1,00	 0,23	
MAT.62	 mL	 Trypan	blue	 0,32	 0,01	 0,00	
MQ.2	 h	 Contador	de	células	 0,025	 0,05	 0,001	
1.1	 ud	 Medio	cultivo	fibroblastos	(100	mL)	 15,26	 0,04	 0,61	
MQ.13	 h	 Baño	termostatizado	 0,02	 0,75	 0,02	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 10,85	
	      
1.5	 Pase	celular	H460/A549	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 0,50	 6,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 0,25	 3,86	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,05	 0,75	 0,04	
MAT.59	 L	 Tripsina	 71,80	 0,002	 0,14	
MAT.43	 mL	 PBS	 0,02	 2,00	 0,03	
MQ.1	 h	 Incubador	con	atmósfera	humidificada	de	CO2	 0,05	 0,05	 0,00	
MAT.63	 ud	 Tubo	falcon	de	15ml	 0,23	 1,00	 0,23	
MAT.62	 mL	 Trypan	blue	 0,32	 0,01	 0,00	
MQ.2	 h	 Contador	de	células	 0,02	 0,05	 0,00	
1.2	 ud	 Medio	cultivo	H460/A549	(100	mL)	 18,91	 0,08	 1,51	
MQ.13	 h	 Baño	termostatizado	 0,02	 0,75	 0,02	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 11,84	
	      
1.6	 Pase	celular	H1792	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 0,50	 6,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 0,25	 3,86	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,05	 0,75	 0,04	
MAT.59	 L	 Tripsina	 71,80	 0,002	 0,14	
MAT.43	 mL	 PBS	 0,02	 2,00	 0,03	




MAT.63	 ud	 Tubo	falcon	de	15ml	 0,23	 1,00	 0,23	
MAT.62	 mL	 Trypan	blue	 0,32	 0,01	 0,00	
MQ.2	 h	 Contador	de	células	 0,02	 0,05	 0,00	
1.3	 ud	 Medio	cultivo	H1792	(100	mL)	 20,28	 0,08	 1,62	
MQ.13	 h	 Baño	termostatizado	 0,02	 0,75	 0,02	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 11,95	
	      
2.	 TRATAMIENTO	PARA	FIBROBLASTOS	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 0,25	 3,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 0,25	 3,86	
MAT.58	 mg	 THC	 5,56	 0,01	 0,03	
MAT.12	 mg	 CBD	 3,49	 0,01	 0,02	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,05	 0,17	 0,01	
MAT.57	 μg	 TGFB	 12,80	 0,08	 0,96	
	   Coste	total	de	capítulo	(€)	 7,88	
	      
3.	 SOBRENADANTES	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 0,30	 3,60	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 0,30	 4,63	
1.1	 ud	 Medio	cultivo	fibroblastos	(100	mL)	 15,26	 0,80	 12,20	
2	 ud	 Tratamiento	para	Fibroblastos	 7,88	 2,00	 15,76	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,05	 0,30	 0,02	
	   Coste	total	de	capítulo	(€)	 36,21	
	      
4.	 XTT	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
4.1	 ud	 XTT	de	Fibroblastos	 112,82	 3,00	 338,46	
4.2	 ud	 XTT	de	H460/A549	 142,26	 4,00	 569,04	
4.3	 ud	 XTT	de	H1792	 130,49	 2,00	 260,98	
	   Coste	total	de	capítulo	(€)	 1168,48	
	      
4.1	 XTT	de	Fibroblastos	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 3,00	 36,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 1,00	 15,43	
1.1	 ud	 Medio	cultivo	fibroblastos	(100	mL)	 15,26	 0,05	 0,82	
MQ.1	 h	 Incubador	con	atmósfera	humidificada	de	CO2	 0,05	 74,00	 3,83	
2	 ud	 Tratamiento	para	Fibroblastos	 7,88	 1,00	 7,88	
1.4	 ud	 Pase	celular	fibroblastos	 10,85	 1,00	 10,85	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,05	 1,00	 0,05	
MQ.13	 h	 Baño	termostatizado	 0,02	 2,00	 0,04	
MAT.52	 ud	 Placa	de	96	pocillos	 3,26	 1,00	 3,26	
MAT.1	 ud	 Kit	XTT	 34,44	 1,00	 34,44	
MQ.3	 h	 Espectrofotómetro	de	masas	 0,82	 0,25	 0,21	





Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 3,00	 36,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 1,00	 15,43	
1.2	 ud	 Medio	cultivo	H460/A549	(100	mL)	 18,91	 0,05	 0,95	
MQ.1	 h	 Incubador	con	atmósfera	humidificada	de	CO2	 0,05	 74,00	 3,83	
1.5	 ud	 Pase	celular	H460/A549	 11,84	 1,00	 11,84	
3	 ud	 Sobrenadantes	 36,21	 1,00	 36,21	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,05	 1,00	 0,05	
MQ.13	 h	 Baño	termostatizado	 0,02	 2,00	 0,04	
MAT.52	 ud	 Placa	de	96	pocillos	 3,26	 1,00	 3,26	
MAT.1	 ud	 Kit	XTT	 34,44	 1,00	 34,44	
MQ.3	 h	 Espectrofotómetro	de	masas	 0,82	 0,25	 0,21	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 142,26	
	      
4.3	 XTT	de	H1792	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 3,00	 36,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 1,00	 15,43	
1.3	 ud	 Medio	cultivo	H1792	(100	mL)	 20,285	 0,05	 1,01	
MQ.1	 h	 Incubador	con	atmósfera	humidificada	de	CO2	 0,05	 74,00	 3,83	
3	 ud	 Sobrenadantes	 36,21	 1,00	 36,21	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,05	 1,00	 0,05	
1.6	 ud	 Pase	celular	H1792	 11,95	 1,00	 0,00	
MQ.13	 h	 Baño	termostatizado	 0,02	 2,00	 0,04	
MAT.52	 ud	 Placa	de	96	pocillos	 3,26	 1,00	 3,26	
MAT.1	 ud	 Kit	XTT	 34,44	 1,00	 34,44	
MQ.3	 h	 Espectrofotómetro	de	masas	 0,82	 0,25	 0,21	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 130,49	
	      
5.	 EXPRESIÓN	RELATIVA	DE	GENES	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
5.1	 ud	 Protocolo	de	extracción	de	RNA	de	Fibroblastos	 168,44	 1,00	 168,44	
5.2	 ud	 Protocolo	de	extracción	de	RNA	de	H460	 189,41	 1,00	 189,41	
5.3	 ud	 Protocolo	de	retrotranscripción	inversa	 241,09	 2,00	 482,17	
5.4	 ud	 qPCR	 266,77	 2,00	 533,55	
	   Coste	total	de	capítulo	(€)	 1373,57	
	  
 
    
5.1	 Protocolo	de	extracción	de	RNA	y	cuantificación	de	Fibroblastos	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 5,00	 60,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 2,00	 30,86	
MAT.17	 L	 Dicloro	metanol	 30,90	 0,03	 0,93	
MQ.13	 h	 Baño	termostatizado	 0,02	 4,00	 0,08	
MQ.4	 h	 Centrífuga	de	la	serie	Sorvall	Legend	Micro	17R	 0,05	 1,00	 0,05	




MAT.31	 L	 Isopropanol	 4,21	 0,03	 0,13	
MAT.20	 L	 Etanol	 17,96	 0,10	 1,80	
1.4	 ud	 Pase	celular	fibroblastos	 10,85	 1,00	 10,85	
MQ.5	 h	 Termobloque	Thermomixer	C	 0,03	 0,50	 0,01	
MAT.3	 L	 Agua	mQ	 0,20	 0,001	 0,0003	
MQ.6	 h	 Agitador	de	mezclas	Vortex	Top	 0,00	 0,17	 0,00	
MAT.49	 ud	 Placa	de	12	pocillos	 3,22	 4,00	 12,88	
MQ.1	 h	 Incubador	con	atmósfera	humidificada	de	CO2	 0,05	 120,00	 6,21	
MAT.38	 ud	 Microtubos	de	1,5	mL	 0,05	 96,00	 4,98	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,05	 1,00	 0,05	
2	 ud	 Tratamiento	para	Fibroblastos	 7,88	 1,00	 7,88	
1.1	 ud	 Medio	cultivo	fibroblastos	(100	mL)	 15,26	 0,72	 10,98	
MQ.7	 h	 Espectrofotómetro	NanoDrop	2000	 0,10	 1,00	 0,10	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 168,44	
	      
5.2	 Protocolo	de	extracción	de	RNA	y	cuantificación	de	H460	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 5,00	 60,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 2,00	 30,86	
MAT.17	 L	 Dicloro	metanol	 30,90	 0,03	 0,93	
MQ.13	 h	 Baño	termostatizado	 0,02	 4,00	 0,08	
MQ.4	 h	 Centrífuga	de	la	serie	Sorvall	Legend	Micro	17R	 0,05	 1,00	 0,05	
MAT.28	 mL	 Glucógeno	calidad	ARN	 430,00	 0,05	 21,50	
MAT.31	 L	 Isopropanol	 4,21	 0,03	 0,13	
MAT.20	 L	 Etanol	 17,96	 0,10	 1,80	
MQ.5	 h	 Termobloque	Thermomixer	C	 0,03	 0,50	 0,01	
MAT.3	 L	 Agua	mQ	 0,20	 0,001	 0,0003	
MQ.6	 h	 Agitador	de	mezclas	Vortex	Top	 0,00	 0,17	 0,00	
MAT.49	 ud	 Placa	de	12	pocillos	 3,22	 4,00	 12,88	
MQ.1	 h	 Incubador	con	atmósfera	humidificada	de	CO2	 0,05	 120,00	 6,21	
MAT.38	 ud	 Microtubos	de	1,5	mL	 0,05	 96,00	 4,98	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,05	 1,00	 0,05	
3	 ud	 Sobrenadantes	 36,21	 1,00	 36,21	
1.2	 ud	 Medio	cultivo	H460/A549	(100	mL)	 18,91	 0,72	 13,62	
MQ.7	 h	 Espectrofotómetro	NanoDrop	2000	 0,10	 1,00	 0,10	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 189,41	
	      
5.3	 Protocolo	de	retrotranscripción	inversa	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 2,00	 24,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 1,00	 15,43	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,05	 2,00	 0,11	
MAT.3	 L	 Agua	mQ	 0,20	 0,0005	 0,0001	
MAT.39	 ud	 Microtubos	de	200	μL	 0,04	 49,00	 1,91	
MQ.9	 h	 Termociclador	LifePro	Thermal	Cycler	 0,04	 3,00	 0,13	
MAT.30	 ud	 High-Capacity	RNA-to-cDNA™	Kit	 399,00	 0,50	 199,50	




MQ.6	 h	 Agitador	de	mezclas	Vortex	Top	 0,005	 0,08	 0,0004	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 241,09	
	      
5.4	 qPCR	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 2,00	 24,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 1,00	 15,43	
MAT.3	 L	 Agua	mQ	 0,20	 0,0002	 0,00003	
MAT.34	 ud	 Master	mix	de	Applied	Biosystems	 413,00	 0,25	 101,19	
MAT.50	 ud	 Placa	de	384	pocillos	 8,52	 2,00	 17,04	
MAT.40	 ud	 Microtubos	de	500	μL	 0,08	 6,00	 0,45	
MQ.6	 h	 Agitador	de	mezclas	Vortex	Top	 0,00	 0,08	 0,00	
MQ.10	 h	 Termociclador	QuantStudio	5	 0,46	 1,50	 0,70	
MAT.22	 ud	 FAP	250	μL	 213,00	 0,10	 20,87	
MAT.13	 ud	 CDH1	250	μL	 213,00	 0,10	 20,87	
MAT.14	 ud	 CDH2	250	μL	 213,00	 0,10	 20,87	
MAT.65	 ud	 VIM	250	μL	 213,00	 0,10	 20,87	
MAT.26	 ud	 FSP1	250	μL	 213,00	 0,10	 20,87	
MAT.27	 μL	 GAPDH	 3,60	 1,00	 3,60	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 266,77	
	      
6.	 INMUNOFLUORESCENCIA	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
6.1	 ud	 Tinción	con	Faloidina-rodamina	 132,44	 2,00	 264,88	
6.2	 ud	 Inmunofluorescencia	con	ASMA	 159,33	 1,00	 159,33	
6.3	 ud	 Inmunofluorescencia	con	FSP1	 191,55	 1,00	 191,55	
6.4	 ud	 Obtención	de	imágenes	 52,01	 2,00	 104,02	
	   Coste	total	de	capítulo	(€)	 719,78	
	      
6.1	 Tinción	con	Faloidina-rodamina	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 3,00	 36,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 1,50	 23,15	
MAT.51	 ud	 Placa	de	8	pocillos	 0,61	 3,00	 1,83	
MAT.21	 mL	 Faloidina-Rodamina	 48,60	 0,01	 0,58	
MAT.23	 L	 Formol	 6,32	 0,01	 0,06	
MAT.43	 mL	 PBS	 0,02	 57,60	 0,90	
MAT.60	 mL	 Tritón	X-100	 0,11	 0,10	 0,01	
1.1	 ud	 Medio	cultivo	fibroblastos	(100	mL)	 15,26	 0,20	 3,05	
1.2	 ud	 Medio	cultivo	H460/A549	(100	mL)	 18,91	 0,20	 3,78	
1.4	 ud	 Pase	celular	fibroblastos	 10,85	 1,00	 10,85	
1.5	 ud	 Pase	celular	H460/A549	 11,84	 1,00	 11,84	
MAT.7	 mL	 BSA	 6,84	 4,80	 32,83	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,05	 1,00	 0,05	
MQ.13	 h	 Baño	termostatizado	 0,02	 2,00	 0,04	
MQ.1	 h	 Incubador	con	atmósfera	humidificada	de	CO2	 0,05	 144,00	 7,46	





Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 4,00	 48,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 2,50	 38,58	
MAT.51	 ud	 Placa	de	8	pocillos	 0,61	 3,00	 1,83	
MAT.5	 μL	 ASMA	 4,10	 0,01	 0,05	
MAT.23	 L	 Formol	 6,32	 0,01	 0,06	
MAT.43	 mL	 PBS	 0,02	 57,60	 0,90	
MAT.60	 mL	 Tritón	X-100	 0,11	 0,10	 0,01	
1.1	 ud	 Medio	cultivo	fibroblastos	(100	mL)	 15,26	 0,20	 3,05	
1.2	 ud	 Medio	cultivo	H460/A549	(100	mL)	 18,91	 0,20	 3,78	
1.4	 ud	 Pase	celular	fibroblastos	 10,85	 1,00	 10,85	
1.5	 ud	 Pase	celular	H460/A549	 11,84	 1,00	 11,84	
MAT.7	 mL	 BSA	 6,84	 4,80	 32,83	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,05	 1,00	 0,05	
MQ.13	 h	 Baño	termostatizado	 0,02	 2,00	 0,04	
MQ.1	 h	 Incubador	con	atmósfera	humidificada	de	CO2	 0,05	 144,00	 7,46	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 159,33	
	      
6.3	 Inmunofluorescencia	con	FSP1	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 5,00	 60,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 3,50	 54,01	
MAT.51	 ud	 Placa	de	8	pocillos	 0,61	 3,00	 1,83	
MAT.66	 ud	 S100A4	Antibody	FSP1	(15	mg)	 402,00	 0,01	 4,82	
MAT.68	 mg	 FITC	 1,18	 0,01	 0,01	
MAT.23	 L	 Formol	 6,32	 0,01	 0,06	
MAT.43	 mL	 PBS	 0,02	 57,60	 0,90	
MAT.60	 mL	 Tritón	X-100	 0,11	 0,10	 0,01	
1.1	 ud	 Medio	cultivo	fibroblastos	(100	mL)	 15,26	 0,20	 3,05	
1.2	 ud	 Medio	cultivo	H460/A549	(100	mL)	 18,91	 0,20	 3,78	
1.4	 ud	 Pase	celular	fibroblastos	 10,85	 1,00	 10,85	
1.5	 ud	 Pase	celular	H460/A549	 11,84	 1,00	 11,84	
MAT.7	 mL	 BSA	 6,84	 4,80	 32,83	
MQ.8	 h	 Campana	biológica	de	flujo	laminar	Steril-GEMINI	 0,05	 1,00	 0,05	
MQ.13	 h	 Baño	termostatizado	 0,02	 2,00	 0,04	
MQ.1	 h	 Incubador	con	atmósfera	humidificada	de	CO2	 0,05	 144,00	 7,46	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 191,55	
	      
6.4	 Obtención	de	imágenes	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
P.1	 h	 Graduado/a	en	Ingeniería	biomédica	 12,00	 3,00	 36,00	
P.4	 h	 Estudiante	predoctoral	 15,43	 1,00	 15,43	
MQ.12	 h	 Microscopio	de	fluorescencia	 0,14	 4,00	 0,58	
	   Coste	total	de	subcapítulo	(€)	 52,01	
	      





Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
MAT.6	 ud	 Bata	de	laboratorio	 19,90	 1,00	 19,90	
MAT.33	 ud	 Mascarilla	quirúrgica	 0,62	 24,00	 14,88	
MAT.29	 ud	 Guantes	de	látex	 0,12	 160,00	 19,68	
	   Coste	total	de	capítulo	(€)	 54,46	
	
8.	 REUNIONES	DE	PROYECTO	
Código	 Unidad	(u)	 Descripción	 Coste	unidad	(€/u)	 Cantidad	 Coste	(€)	
8.1	 ud	 Reuniones	de	planificación	 735,59	 5,00	 3677,96	
8.2	 ud	 Reuniones	de	resultados	 1225,98	 2,00	 2451,98	
8.3	 ud	 Redacción	y	correcciones	 1225,99	 1,00	 1225,99	

























El	 presupuesto	 de	 ejecución	 del	 proyecto	 asciende	 a	 la	 cantidad	 de	 DIECISEIS	 MIL	
DOSCIENTOS	 OCHENTA	 Y	 TRES	 EUROS	 CON	 VEINTIÚN	 CÉNTIMOS.

	
	
	
